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1.1  El Sistema del Complemento 
 
     El sistema del complemento es una parte esencial dentro del sistema inmunitario 
innato. (Abbas A, et al., 2000). Su función principal es la de actuar como una primera 
barrera de defensa frente a infecciones y presenta un papel determinante en la eliminación 
de restos apoptóticos y una función inmuno-reguladora actuando en conjunto con la 
respuesta inmunitaria adaptativa. El complemento consta de un conjunto de más de 30 
proteínas, plasmáticas y de membrana, que interaccionan entre sí, en forma de cascada de 
amplificación, constituyendo el principal elemento de la respuesta inmunitaria innata,  
 
     Las funciones principales del complemento son: 
 
 Defensa frente a infecciones. El complemento actúa en la eliminación de 
patógenos mediante su activación en la superficie del mismo y formación de un poro 
mediante el complejo de ataque a membrana MAC (del inglés, Membrane Attack 
Complex) que provoca la lisis del patógeno. 
 
 Opsofagocitosis. La activación del sistema del complemento sobre una superficie 
extraña genera anafilotoxinas (C3a y C5a), que provocan procesos de quimiotaxis sobre 
leucocitos en el lugar de infección, y actúan sobre mastocitos, neutrófilos y células 
endoteliales produciendo una inflamación local. 
 
 Función inmuno-reguladora. Participa en la modulación de la respuesta inmune 
adaptativa, potenciando la respuesta humoral mediada por anticuerpos y la proliferación 
de linfocitos B y T. 
 
 Eliminación de inmunocomplejos y células apoptóticas. La unión de proteínas 
del complemento a inmunocomplejos antígeno-anticuerpo produce su degradación y 
posterior fagocitosis.  
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Fig. 1.1 Esquema de activación y funciones del complemento. Las tres vías convergen 
en la formación de la convertasa de C3, C4b2a en CP y LP, y C3bBb en AP. La activación 
de C3 a C3b provoca un bucle de amplificación que conduce a la formación de más 
convertasa de C3, lo que conduce a las diferentes funciones del complemento. 
1.2  Activación del Complemento 
 
     El complemento puede activarse a través de 3 vías, la vía clásica, CP (del inglés, 
Classical Pathway), de las lectinas, LP (del inglés, Lectin Pathway) y la vía alternativa, 
AP (del inglés, Alternative Pathway). La CP y la LP comparten la cascada de activación, 
aunque se activan mediante estímulos diferentes. La CP se activa mediante un complejo 
antígeno-anticuerpo, mientras que la LP es activada por residuos de manosa presentes en 
la superficie de algunos patógenos. La AP por su parte se encuentra constitutivamente 
activa a un nivel basal muy bajo. Las tres vías convergen en la activación de la proteína 
C3 (Fig. 1.1), cuando este sufre un proceso de hidrólisis que genera C3b, el cual puede 
unirse ahora a las superficies tanto de células propias como patógenos, actuando como 
molécula señalizadora para la activación del complemento y el paso a la vía lítica que 
genera un complejo de ataque a membrana y termina por eliminar a la célula. 
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1.2.1  Vías de Activación 
 
• Vía Clásica (CP) 
     Fue la primera vía que se descubrió. La activación de esta vía se inicia mediante la 
generación de inmunocomplejos entre IgGs o IgMs y C1. Este complejo está formado por 
la proteína globular C1q y dos serín-proteasas C1r y C1s. La unión de C1q a la región Fc 
de al menos dos anticuerpos, provoca la activación de C1r y C1s, y la escisión de C4 en 
C4a y C4b. C2 se une a C4b, anclado en la superficie, y en este paso C1s escinde C2a 
para formar la convertasa de C3, C4bC2a, y liberar el fragmento C2b. C4bC2a activa 
sucesivas moléculas de C3, generando C3b, que al igual que C4b, expone un grupo 
tioéster reactivo que le permite unirse a la superficie, y asegura la amplificación del 
complemento hacia la vía lítica (Ricklin D, 2010) (Fig. 1.2). 
 
• Vía de las Lectinas (LP)  
     La activación de esta vía se produce sin la mediación de anticuerpos, cuando una 
proteína de unión a manosa MBP (del inglés, Manose Binding Protein) se une a algún 
polisacárido microbiano como lectina o bien a IgAs, y activan C4 para formar la 
convertasa de C3. Estas MBP circulan en el suero asociadas a proteínas de unión a 
manosa MASP1, MASP2 y MASP3, unas serín-proteasas equivalentes a C1r y C1s de la 
CP. El reconocimiento y la unión a estas glicoproteínas induce cambios conformacionales 
en estos complejos permitiendo la unión de MASP2, y provocan que C4 y C2 se 
hidrolicen, formándose la convertasa de C3 y C5 igual que en la CP (Muller-Eberghard, 
1988) (Ricklin D, 2010) (Fig. 1.2). 
 
• Vía Alternativa (AP) 
     La AP del complemento es la vía filogenéticamente más antigua a pesar de ser 
descubierta posterior a la vía clásica. La AP se encuentra constitutivamente activa 
mediante un mecanismo de tick over, que provoca la activación espontánea de C3 a C3b a 
muy bajo nivel y favorece una rápida respuesta del sistema del complemento y la 
inmunidad innata (Pangburn RD, 1981). Este proceso espontáneo se produce cuando la 
molécula de C3 sufre un cambio conformacional que expone un enlace tioéster y se 
hidroliza formando C3-H2O, que actúa, estructural y funcionalmente, de igual manera que 
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C3b (Muller-Eberhard, 1988). Así pues, si la activación de la AP se genera en el plasma 
estas proteínas se inactivarán rápidamente para evitar daño tisular. 
     Si la activación se produce sobre la superficie de patógenos, C3 sí puede activarse a 
C3b. En este caso C3 sufre varios cambios conformacionales en su activación hacia C3b, 
que ahora puede unirse a factor B (fB) presente en plasma. fB puede unirse a moléculas 
de C3b generadas previamente por la convertasa de C3, formando una pro-convertasa 
C3bB, que otra serín-proteasa factor D (fD) puede activar, cortando proteolíticamente a 
fB para generar la convertasa de C3 de la AP, C3bBb. Esta nueva convertasa genera más 
C3b, que junto al C3b generado por la CP y la LP, pueden ensamblar más convertasas, 
generando un bucle de retroalimentación positiva que amplifica rápidamente la respuesta. 
(Pangburn, et al., 1986) (Fig. 1.2). 
     La presencia de glicoproteínas y glicolípidos patógenos aceleran la activación de esta 
vía, y proteínas plasmáticas como properdina estabilizan estas convertasas favoreciendo 
la activación sobre superficies extrañas (Fig. 1.2). 
 
1.2.2  Vía Lítica o Terminal de confluencia de las 3 vías 
 
     Las tres vías de activación del complemento convergen en la formación de la 
convertasa de C5, que provoca la hidrólisis de C5 en el fragmento C5b, que se une a la 
superficie celular (Muller-Eberhard, 1986), y además genera un pequeño fragmento C5a, 
que junto a C3a, actúan como potentes anafilotoxinas. La generación de C5b activa un 
proceso de ensamblaje de los componentes finales del complemento, como son C6, C7, 
C8 y C9, y que conforman un complejo multiproteico llamado complejo de ataque a 
membrana MAC (en inglés, Membrane Attack Complex) (Rawal N, et al., 2001). 
     El primer complejo que se forma es C5b6, sin actividad catalítica, que se une 
débilmente a la membrana. La unión de C7, que posee un dominio hidrofóbico, confiere a 
este complejo una unión a membrana mucho más potente. Cuando C8 se une al complejo 
se forma C5b-8 que actúa como receptor de una serie de moléculas de C9. C9 polimeriza 
y genera el MAC que abre un poro en la membrana de 30 nm y como resultado, provoca 
la lisis osmótica de la célula o del patógeno (Fig. 1.2). 
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Fig. 1.2 Vías de activación del complemento. La CP se inicia por la presencia de 
complejos antígeno-anticuerpo (Ag-Ig). La LP reconoce carbohidratos de superficie 
(CH2O)n. La AP se encuentra constitutivamente activa gracias al mecanismo de tick 
over, que genera una convertasa en fase fluida de manera espontánea. Las tres vías 
convergen en la hidrólisis de C3 por las convertasas de C3 generando C3b, que forma 
parte de la convertasa de C3 de la AP, dando lugar a un bucle de amplificación de la 
activación de esta vía. El C3b depositado junto a las convertasas de C3 genera las 
convertasas de C5. La hidrólisis de C5 inicia la vía terminal, que desencadena en la 
formación del MAC que provoca la lisis osmótica en el patógeno. Imagen adaptada del 
Dr. Agustín Tortajada Alonso. 
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1.3  Estructura de las proteínas del complemento 
 
1.3.1  Estructura de C3 y C3b 
 
     C3 es el principal activador de la AP y la molécula más abundante del complemento, 
presente en el plasma a una concentración en torno a 700-1200 !g/ml.  Es una proteína 
globular de 186 kDa que se transcribe a partir de un gen de 41 exones, como un único 
ARN mensajero. C3 se traduce como una sola cadena peptídica y, tras un corte, se genera 
la molécula madura formada por dos cadenas peptídicas ? y ", de 110 y 75 kDa 
respectivamente, unidas por puentes disulfuro (Janssen, et al., 2005) (Fig. 1.3). La 
activación de C3 se produce cuando se expone y se muestra accesible un grupo tioéster 
interno, muy reactivo con nucleofílicos tales como grupos hidroxilo o amino. Como 
resultado de esta reacción se genera una unión covalente a través de un enlace éster o 
amida sobre las superficies adyacentes (Gros P, et al., 2008). Las cadenas # y " de C3 se 
organizan en 14 dominios diferenciados (Fig. 1.3). Estas dos cadenas se disponen en un 
anillo de 8 dominios macroglobulina (MG1-MG8), que conforma el núcleo estructural. 
En la región N- terminal de la cadena #, un dominio anafilotoxina (ANA), que genera 
C3a, y se libera tras el corte proteolítico de C3 a C3b. La escisión de este fragmento 
expone el dominio #-NT, que en esta conformación es funcional en C3b. (Gros P, et al., 
2008). El dominio MG6 contiene un conector (LNK). Además, un dominio denominado 
CUB (complement C1r/C1s, VEGF, BMP1) conecta el anillo MG con un dominio que 
contiene el enlace tioéster (TED). En la región C-terminal de la misma cadena se sitúa el 
dominio C345C (complement C3, C4 and C5 C-terminal) (Janssen BJ, et al., 2006), 
(Wiesmann, et al., 2006).  
 
     Las estructuras a resolución atómica de C3 y C3b de la especie humana se han 
resuelto mediante cristalografía de rayos X, lo que ha ayudado a comprender los cambios 
conformacionales que sufre la molécula de C3 tras su activación a C3b (Janssen BJ, et 
al., 2005), (Janssen BJ, et al., 2006), (Forneris F, et al., 2016).  El fragmento C3a, 
dominio (ANA), se encuentra estabilizando la molécula de C3 en su forma nativa, y tras 
su liberación, con la consecuente exposición del extremo #-NT, causa una serie de 
cambios conformacionales característicos de la forma funcionalmente activa, C3b. 
Algunos de estos cambios se producen a nivel de los dominios MG7-MG8, C345c, y el 
#-NT, aunque el cambio más importante es la exposición del grupo tioéster, que se 
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Fig. 1.3 Estructura de C3 y C3b. A la izquierda, estructura 3D de C3, detallando cada 
uno de los 14 dominios de C3. Los residuos que configuran el grupo tioéster (en rojo) 
están situados en el diagrama. En el centro, otra vista estructural a resolución atómica de 
C3 (PDB ID 2A73) (Janssen BJ, et al., 2005). A la derecha C3b (PDB ID 2I07) (Janssen 
BJ, et al., 2006) tras su activación por la convertasa de C3 y liberación del fragmento 
ANA/C3a. El cambio estructural más importante se da a nivel del dominio TED, y 
también en los dominios CUB y C345c. Adaptada de (Gros P, et al., 2008). 
produce por un desplazamiento del módulo CUB-TED hacia la parte inferior de la 
molécula, alejándose del anillo de MGs (Fig. 1.3).  
 
 
 
1.3.2  Estructura de iC3b 
 
     El corte de C3b y su inactivación para generar iC3b lo produce la serín-proteasa factor 
I (fI), que requiere la presencia de cofactores. En un primer paso se producen dos cortes 
en el dominio CUB de la cadena !, que generan iC3b y libera un pequeño fragmento de 
17 aminoácidos C3f (Fig. 1.4). El factor H (fH) es cofactor para fI si el corte se produce 
en fase fluida y MCP (del inglés, Membrane Cofactor Protein) cuando el corte se realiza 
en superficie. Si actúa CR1 (del inglés, Complement Receptor 1) como cofactor se puede 
producir otro corte adicional, este más lento, que genera un fragmento soluble en plasma 
C3c, y otro anclado en la superficie C3dg, que incluye el dominio TED (Fig. 1.4).     
Aunque la conversión de C3b a iC3b interrumpe la amplificación del complemento, 
también genera sitios de unión específicos para receptores del complemento (CRs) que 
llevan a cabo varias de las respuestas inmunitarias mediadas por iC3b.  
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of C3b using analytical ultracentrifugation and X-ray
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of these results was not analysed further, and it could
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reports provide evidence indicating that the conforma-
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similar approaches and methodologies to previous
work by our group [14], but the results are new and
not part of a previous publication. A total of 32 595
images of individual C3b molecules were collected and
subjected to reference free classification methods to
group and average those images derived from similar
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view showed the MG ring clearly visible as well as
globular densities corresponding to the C345C domain
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C3b. In addition, EM revealed that a significant frac-
tion of molecules showed the strong density corre-
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around the MG ring. These images suggested a flexi-
bility of the TED region, without contacting the MG
Fig. 1. Structures of C3, C3b and C3b complexes. Top centre: Two views of the crystal structure of C3b (PDB ID 2I07) [1,2]. The MG ring
(MG1–7) is coloured blue, C345C domain orange, CUB domain red and the TED green. Top right: One view of the complex between C3b
and SCR1–4 in FH (PDB ID 2WII) [8], with FH coloured yellow. Top left: One view of C3 (PDB ID 2A73). Bottom: One view of the structure
of C3bB (PDB ID 2XWJ) and C3bBb (PDB ID 2WIN), with FB coloured purple [3–5,9].
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molecular fragments C3a23, C3b13, C3d24, C3c11, and of 
C3b and C3c in complex with complement receptor of the 
immunoglobulin superfamily (CRIg), which is expressed 
by Kupffer cells (liver-resident macrophage cells)14. 
In addition, Abdul Ajees et al.25 have also described a 
structure of C3b. However, this structure has several 
differences to the two structures of C3b determined by 
Janssen et al.13 and Wiesmann et al.14, namely an unfolded 
conformation of the CUB (complement C1r/C1s, UEGF, 
BMP1) domain and a different position and conformation 
of the thioester-containing domain (TED) (see below). 
Because of controversy over the underlying data26, the 
s r ctu e described by Abdul Ajees et al.25 is n t discussed 
further in this Review. Besides the crystallographic data 
on C3 and the various fragments, electron-microscopy 
images provide additional i sights into a stable reaction 
intermediate of C3, an amino-nucleophile-bound form of 
C3 (which is comparable to hydrolysed C3 or C3(H2O)) 
and iC3b15. Altogether, these structural data provide a 
comprehensive view of the various conformational states 
of C3 and its fragments during complement activation 
(FIG. 2). Moreover, these data shed light on the thioester 
activation and surface attachment (that is, conversion 
from C3 into C3b) and the conformational states of he 
fragments (C3a, C3b, iC3b and C3dg) that are crucial to 
the various biological activities of these fragments.
C3 has an intricate domain arrangement with a buried 
thioester moiety. Human C3 is synthesized as a 1,641 
residue long polypeptide precursor. Before secretion, this 
pro-C3 is cleaved by removal of a tetra-arginine sequence 
(Arg646–Arg649)27, which results in mature C3 consisting 
of a ?-chain (residues 1–645) and an ?-chain (residues 
650–1,641). Together the two chains form 13 domains11. 
The core of the molecule is formed by eight homologous 
domains, known as macroglobulin (MG) domains. 
Domains MG1–MG6 form a ring of 1.5 turns, capped 
by domains MG7 and MG8. Two large inserts (residues 
578–745 and 912–1,330) and a C-terminal extension (res-
idues 1,496–1,641) form the other five domains, which 
include a linker domain, the anaphylatoxin domain, the 
CUB domain, the TED and the C345c domain (FIG. 2). 
This domain organization suggests that the C3/?2- 
macroglobulin family of host-defence molecules evolved 
from a core of eight MG domains that may have arisen 
by gene duplication events11. Most r cently, Baxter et al.28 
determined the structure of the TEP1 isoform TEP1r, 
which is a distant ho ologue of C3, from the mosquito 
Anopheles gambiae. Both the similarities and the dif-
ferences between mammalian C3 and insect TEP1r are 
striking. TEP1r has the sa e domains MG1–MG8, the 
linker domain, the CUB domain and the TED as does 
mammalian C3. However, the anaphylatoxin domain, 
Figure 2 | Conformational complexity of complement component C3. a | An X-ray crystal str cture of C3, indicatin  
all of its 13 domains (in bold), is shown by ribbon representation. b | A schematic representation of the structures of C3 and 
its activation products show how C3 undergoes large conformational changes upon activation. Low-rate spontaneous 
hydrolysis of C3 by the so-called tickover mechanism results in the formation of C3(H2O) through a stable intermediate 
denoted C3(H2O)*. Activation of C3 by the C3 convertases results in the formation of C3b, which is similar in structure and 
properties to C3(H2O), and the anaphylatoxin C3a. Further processing of C3b results in the formation of iC3b and C3f and 
finally C3c and C3dg. Elements from this figure are reproduced with permission from Nature REF. 11? (2005) and REF. 13 ? 
(2006) Macmillan Publishers Ltd. ??NT, N-terminus of the ?-chain; ANA, anaphylatoxin domain; CUB, complement  
C1r/C1s, UEGF, BMP1; LNK, linker; MG, macroglobulin; TED, thioester-containing domain.
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Fig. 1.4 Activación de C3 y productos de degradación. La convertasa de C3 genera dos 
moléculas, C3a y C3b. C3 está compuesto por dos cadenas, ! y ", unidas por un puente 
disulfuro. Los sucesivos cortes producidos sobre la cadena ! generados por fI en 
presencia de los cofactores adecuados, fH MCP o CR1, generan los diferentes productos 
de degradación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      La molécula de iC3b ha presentado históricamente cierta controversia sobre su 
estructura 3D (Isenman DE, 1983). Uno de los objetivos principales de este trabajo será 
dilucidar esta cuestión incrementando el conocimiento estructural del complemento, su 
interacción con otros receptores del complemento (CR) y su regulación.  
 
1.3.3  Estructura de factor B (fB) y Triada Catalítica 
 
     El factor B (fB) es una serín-proteasa de elevada especificidad que circula en plasma 
en forma de proenzima con un tamaño de 90 kDa. fB se corta por la proteasa fD en dos 
fragmentos Ba y Bb. En su forma activa cataliza el paso central de amplificación de la 
activación del complemento en la hidrólisis de C3 o C5. fB consta de 5 dominios, 3 de los 
cuales son SCR (del inglés, Short Consensus Repeats) situados en el N-terminal y que 
forman la parte no catalítica, Ba. Tras un conector (linker) de 45 aminoácidos se sitúa Bb, 
que consta de un dominio vWA (Von Willebrand tipo A) y un dominio SP serín-proteasa, 
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que incluye el centro catalítico (Fig. 1.6) (Milder FJ, et al., 2007). La activación de fB se 
realiza en dos pasos: 
 
1.  fB se une a C3b para formar la pro-convertasa C3bB. En esta unión 
interaccionan los SCRs de Ba y es dependiente de Mg2+ a través del sitio 
MIDAS (del inglés, metal ion-dependent adhesion site) que se encuentra en el 
dominio vWA de Bb. 
2. Proteólisis y liberación del fragmento Ba. Sobre el complejo se expone 
la zona del conector que es reconocida por fD, que provoca un corte 
proteolítico y libera el fragmento Ba, para generar la convertasa activa C3bBb 
(Pangburn, et al., 1986). 
 
     En estudios donde se ha resuelto la estructura atómica de fB ha sido posible conocer 
más en detalle el proceso de activación de fB (Milder FJ, et al., 2007), aunque estos 
todavía se presentan incompletos a la hora de conocer el mecanismo exacto de activación 
de la convertasa de C3, C3bBb. Lo que sí parece ya comprobado es el cambio en el sitio 
MIDAS para que, en presencia de Mg2+, se pueda unir a C3b, y a su vez quede expuesta la 
región conectora o linker, para que pueda ser cortada por fD. 
 
Los dominios SCR de Ba se disponen próximos a Bb, y la hélice !L del conector 
(linker) se sitúa dentro del dominio vWA, ocupando el sitio de la hélice !7. Tras la unión 
con C3b y corte por fD se libera Ba, y !7 ocupa el lugar de !L en el dominio vWA 
adoptando así la conformación catalíticamente activa. En este punto el dominio catalítico 
SP se reorienta y aunque presenta la misma conformación en fB y en Bb, sí que se activa 
por la unión al sustrato (Gros P, et al., 2008). (Fig. 1.5) 
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Fig. 1.5 Estructura de factor B. En el panel superior se muestra un diagrama con cada 
uno de los dominios de fB y el sitio de corte para fD. En el panel inferior, la estructura 
atómica de fB (PDB ID 2OK5) en solución y el fragmento Bb (PDB ID 1RRK). Figura 
adaptada del Dr. Agustín Tortajada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
• Triada Catalítica 
 
     El dominio SP de fB contiene un pliegue o bolsillo típico muy parecido al de otras 
serín proteasas como la quimotripsina. El centro catalítico en las serín proteasas consiste 
en una tríada catalítica compuesta por una Serina (Ser, S) que actúa como nucleófilo, 
histidina (His, H) (base), y acido aspártico (Asp, D), que requieren de un ataque 
nucleofílico en el sustrato y un bolsillo que ayuda a la estabilización del intermediario de 
reacción. Estos residuos actúan en una serie de pasos, intercambiando las cargas que 
hacen activar y polarizar al nucleófilo que ataca al sustrato, formando un intermediario 
covalente que es posteriormente hidrolizado para regenerar la enzima (Fig. 1.6). El 
residuo ácido, Asp, alinea y polariza la base His, la cual a su vez activa al nucleófilo Ser. 
La configuración de la tríada reduce el pKa del nucleófilo, que ataca al sustrato. El 
bolsillo cargado positivamente en el esqueleto amida estabiliza el aumento de carga en el 
estado de transición del sustrato. 
 
fD
(C3b)
Ba Bb
1 2
SCR
SP
linker
Arg234-Lys235
3 vWA
fB
!1!7
!L
!4 /5
!1!7
!4 /5
MIDAS
fB Bb
Ba
Triada 
Catalítica Triada  
Catalítica 
 
 
Sitio de corte fD 
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Fig. 1.6 Centro catalítico de quimotripsina, factor B y Bb. En (a), Comparación 
estructural de quimotripsina, fB y Bb. En el paso de activación de fB a Bb, una arginina 
localizada en un bucle de superficie actúa de manera similar a como lo hace el N-terminal 
(Ile16) en quimotripsina. El bolsillo de fB y Bb es similar y además Bb tampoco presenta 
una conformación totalmente activa por sí mismo. En (b), dos amidas forman un bolsillo 
activo en quimotripsina (flechas azules), mientras que en fB y Bb solo presenta una 
amida. Es posible que la unión del sustrato (C3) puede inducir la maduración del bolsillo 
en Bb, cuando forma parte del complejo C3bBb. Figura adaptada de Gros P, et al., 2008. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.4  Regulación de la Vía Alternativa del Complemento 
 
     Las funciones efectoras del complemento, induciendo inflamación y lisis, contribuyen 
al control de la infección y son por tanto una primera línea de defensa frente a la invasión 
microbiana. A pesar de que una respuesta desproporcionada puede desembocar en daño 
orgánico y patología, la activación del complemento se encuentra estrictamente 
controlada por un número de proteínas reguladoras, tanto solubles como asociadas a 
membrana. Factor H (fH), factor de aceleración de la disociación (DAF) (del inglés, 
Decay-accelerating Factor), proteína cofactora de membrana (MCP), y receptor de 
complemento tipo 1 (CR1), que disocian las convertasas de C3/C5, funcionan como 
cofactores para el factor I (fI), y median la proteólisis de C3b (Gros P, et al., 2008), 
(Rodríguez de Córdoba S, et al., 2011) (Fig. 1.7 y Fig. 1.9).!
Quimotripsina Factor B Bb 
Bolsillo 
del 
oxianión 
Bolsillo 
del 
oxianión 
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with uranyl acetate or uranyl formate to protect the
sample from the electron beam and increase contrast.
Attachment to the carbon surface together with the
pH and ionic strength of the washing and staining
solutions could potentially affect the conformation of
C3b, although this is quite infrequent for molecules
analysed by these methods. Interestingly, several stud-
ies using C3b in solution have corroborated the find-
ings obtained using EM. Time-resolved fluorescence
resonance energy transfer (FRET) measures using a
fluorophore attached to the thiol group in the TED
confirmed that, in solution, the TED is possibly flexi-
ble and retains some degree of mobility even in the
presence of a fragment of FH corresponding to the
first four SCRs [15]. Recently, analysis of the structure
of C3b using analytical ultracentrifugation and X-ray
and neutron scattering also indicated that the TED
could detach from the MG ring [16]. The significance
of these results was not analysed further, and it could
not be ruled out that these were ‘outlier conforma-
tions’ or ‘defective/inactive protein’. However, recent
reports provide evidence indicating that the conforma-
tional flexibility of C3b can have an impact in the
interaction with other proteins, especially in the con-
text of mutations and polymorphisms (see below)
[16,17].
We have now used C3b images from a sample puri-
fied from human plasma to obtain a better description
of C3b conformational flexibility. This analysis used
similar approaches and methodologies to previous
work by our group [14], but the results are new and
not part of a previous publication. A total of 32 595
images of individual C3b molecules were collected and
subjected to reference free classification methods to
group and average those images derived from similar
views of the protein (Fig. 2A). C3b appeared on the
EM support film in different orientations, but a typical
view showed the MG ring clearly visible as well as
globular densities corresponding to the C345C domain
and TED at the top and at the lower part of the ring,
respectively, as expected for the typical structure of
C3b. In addition, EM revealed that a significant frac-
tion of molecules showed the strong density corre-
sponding to the TED adopting different locations
around the MG ring. These images suggested a flexi-
bility of the TED region, without contacting the MG
Fig. 1. Structures of C3, C3b and C3b complexes. Top centre: Two views of the crystal structure of C3b (PDB ID 2I07) [1,2]. The MG ring
(MG1–7) is coloured blue, C345C domain orange, CUB domain red and the TED green. Top right: One view of the complex between C3b
and SCR1–4 in FH (PDB ID 2WII) [8], with FH coloured yellow. Top left: One view of C3 (PDB ID 2A73). Bottom: One view of the structure
of C3bB (PDB ID 2XWJ) and C3bBb (PDB ID 2WIN), with FB coloured purple [3–5,9].
3885FEBS Journal 282 (2015) 3883–3891 ª 2015 FEBS
M. Alcorlo et al. Conformational flexibility of C3b
Fig. 1.7 Reguladores de la 
convertasa de C3. Los reguladores 
fH, DAF y CR1 aceleran la 
disociación de la convertasa 
C3bBb. El C3b que se disocia 
puede volver a formar una nueva 
convertasa, amplificando el bucle. 
Fig. 1.8 Estructura de C3b en complejo 
con el regulador fH. Se muestra la 
estructura de C3b con fH (1-4)(amarillo). 
(Wu J, et al., 2009)  
 !!!
 
 
 
 
 
 
     C3b reconoce e interacciona con estos reguladores de complemento, como fH, el 
regulador prototípico de la AP, que consiste en una cadena polipeptídica de 20 SCRs (del 
inglés, Short Consensus Repeats) (Rodríguez de Córdoba S, et al., 2011), (Lea SM, et al., 
2012). fH se une a C3b, acelera el decaimiento de la convertasa de C3 de la AP y actúa 
como cofactor para el factor I (fI) mediando la inactivación proteolítica de C3b que 
genera iC3b. C3b se une a fH a través de SCR1 a SCR4, como la revelada en la estructura 
cristalina de C3b unido a los primeros 4 SCRs en fH (Fig. 1.8) (Alcorlo, et al., 2015), y 
esta interacción de fH es esencial para el decaimiento y la actividad cofactora de fI. SCR1 
y SCR2 en fH contactan con la región !’ N-terminal y el dominio MG7 en C3b. SCR3 
une el dominio CUB y SCR4 interacciona con el MG1 y el TED (Wu J, et al., 2009). Por 
lo tanto, la interacción entre el TED y el dominio MG1 en C3b es importante para el 
reconocimiento de fH, y se piensa que también podría serlo para MCP, DAF y CR1 
(Rodríguez de Córdoba S, et al., 2011), (Lea SM, et al., 2012). Asimismo, SCR19 y 
SCR20 en fH contienen un sitio de unión en C3b (poli-anión) implicado en prevenir la 
activación de la AP en células propias. En conclusión, al mismo tiempo que la activación 
de C3 para generar C3b permite la formación de la convertasa de C3 y dispara el bucle de 
amplificación, y también genera la forma para ser regulada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  C3b 
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Fig. 1.9 Representación estructural de la formación y activación de proconvertasas 
de la vía alternativa. (Izquierda, mostrado en gris) C3b unido a superficie recluta fB para 
formar la proconvertasa C3bB, la cual muestra un equilibrio dinámico entre la forma 
abierta y cerrada. fD (violeta) se une específicamente a la conformación abierta de la 
proconvertasa, activándola y cortando fB. Después de la liberación del propéptido Ba 
(naranja), un cambio conformacional unido a C3b, genera la convertasa C3bBb (derecha). 
Adaptado de (Forneris F, et al., 2010). 
 
     A pesar de que la proteólisis de C3b mediada por fI preserva la homeostasis del 
complemento, los productos de degradación de C3b, iC3b y C3dg son también moléculas 
activas que interaccionan con receptores situados en leucocitos y son primordiales a la 
hora de modular las respuestas inmunitarias y ser diana de patógenos para producir el 
aclaramiento durante la fagocitosis de los mismos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
     CR2 (CD21) une iC3b y C3dg, incrementando la inmunidad de células B (Weis JJ, et 
al., 1984), (Matsumoto AK, et al., 1991). De manera similar, CR3 (CD11b/CD18) y CR4 
(CD11c/CD18) reconocen iC3b y disparan la fagocitosis. Asimismo, CR3 y CR4 también 
poseen funciones en la migración y tráfico de leucocitos, formación sináptica, y 
coestimulación (Ricklin D, et al., 2010), (Ross GD, 2000). Otra característica de C3b e 
iC3b es su capacidad de unión a una superfamilia de Ig descrita recientemente (CRIg), 
que contribuye al aclaramiento de patógenos y células apoptóticas. La expresión de CRIg 
está restringida a un subconjunto de macrófagos residentes en tejido (Helmy KY, et al., 
2006). La unión de CRIg a C3b también inhibe la actividad convertasa C3/C5 (Wiesmann 
C, et al., 2006). En la Figura 5.7 (Discusión) se presenta con mayor detalle estas 
interacciones entre C3b y sus reguladores. 
Factor B  
 
          C3b                              C3bB                         C3bB                       fD activado              convertasa C3bBb 
                                            “cerrada”                   “abierta”              en C3bB “abierto”                  activa 
Factor D 
 inactivo 
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1.4  MET y reconstrucción 3D de partículas individuales 
 
     La microscopía electrónica de transmisión (MET) (Bozzda J, et al., 1992), (Stahlberg 
H, et al., 2008) es una de las técnicas más potentes y con mayor potencial de desarrollo 
en la determinación de la estructura de macromoléculas debido al desarrollo de 
microscopios y detectores cada vez más potentes y precisos (Orlova, et al., 2011), (Llorca 
O, 2005). Mediante el uso de técnicas de reconstrucción de partícula individual, hoy en 
día es capaz de llegar a resolución atómica (Yu X, et al., 2008), (Zhang X, et al., 2008) 
tal como lo hacen la Cristalografía de Rayos X y la Resonancia Magnética Nuclear 
(RMN) pero sin presentar los inconvenientes y limitaciones de estas técnicas 
estructurales. 
 
     En la Cristalografía de Rayos X, la principal limitación es la obtención de cristales con 
una alta calidad, concentración y pureza de la muestra (Berger J, 2008). Otra importante 
limitación es relativa al tamaño de la molécula, problema que comparte la RMN, puesto 
que, a mayor tamaño, mayor es la complejidad de los espectros de difracción y 
resonancia obtenidos.  
 
     La ME se encuentra limitada en su resolución (Lander G, et al., 2012). Las 
aberraciones en las lentes, el bajo contraste de las imágenes, el daño de radiación y las 
técnicas de preparación de la muestra provoca que la resolución atómica teórica sea 
difícil de conseguir. No obstante, el desarrollo de la instrumentación y los métodos, junto 
al avance en la capacidad de computación y software ha acercado este límite (Fernandez-
Leiro, et al., 2016). La ME presenta como ventaja frente a estas técnicas que emplea una 
menor cantidad de muestra, no es necesario altas concentraciones de la misma para su 
análisis, y se pueden utilizar en un amplio rango de disoluciones. Asimismo, el tamaño de 
la muestra no es una limitación tan importante, ni tampoco el que la muestra pueda ser 
homogénea o formada por dos o más macromoléculas (Wilhelm R, et al., 2012).  
 
1.4.1  El microscopio electrónico de transmisión 
 
     El microscopio electrónico de transmisión se puede descomponer en 4 partes 
principales. Una fuente de emisión, una columna de aceleración de electrones, lentes 
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electromagnéticas y un sistema de detección. La fuente de iluminación es un filamento o 
cátodo, generalmente Tungsteno, Wolframio o Hexaboruro de Lantano (LaB6) del cual se 
extraen electrones y se aceleran por la acción de un elevado voltaje, entre 80kV y hasta 
400kV. Para conseguir un haz centrado de electrones se emplean lentes condensadoras, y 
mediante bombas de alto vacío se evita que los electrones choquen con el aire contenido 
en la columna. De este modo los electrones pueden atravesar la columna sin desviarse, y 
consiguen interaccionar con la muestra. 
 
     La muestra depositada en una rejilla de ME se introduce en la columna mediante un 
brazo que se sitúa en la trayectoria del haz de electrones, que al incidir en la muestra se 
desvían y se recogen en un sistema de detección. La imagen que se genera se toma como 
una proyección de la muestra de estudio (Milazzo AC, 2005). Hace años se utilizaba una 
placa fotográfica para tal fin, que se substituyó por una cámara digital CCD (del inglés, 
Charge-Coupled Device). Actualmente el empleo de detectores directos (Fernandez-
Leiro, et al., 2016) con chips que poseen mayor resistencia a la radiación de electrones ha 
mejorado la eficiencia en la detección, y como consecuencia, ha revolucionado la ME. 
 
1.4.2  Preparación de muestras para ME 
 
     El objetivo principal a la hora de preparar las muestras en ME es el de preservar la 
muestra de la radiación electrónica y del alto vacío dentro del microscopio electrónico. 
Hay dos técnicas principales, la tinción negativa (Ohi, et al, 2004) y la Ultracongelación 
o Criomicroscopía Electrónica (Dubochet, et al, 1988).  
 
• Tinción Negativa  
 
     La tinción negativa se basa en reemplazar la solución de la muestra por una sal de 
metal pesado, como las sales de Uranilo, acetato y formiato principalmente, que consigue 
aumentar el contraste. Esta forma una matriz amorfa que ayuda a proteger la muestra de 
la radiación. La ventaja principal de esta técnica es que es sencilla de llevar a cabo y se 
puede aplicar a muestras heterogéneas y de muy diverso tamaño. La desventaja es que 
limita la resolución al tamaño de la sal de metal pesado empleada en la tinción en torno a 
20 Å (Fig. 1.10). 
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• Crio-microscopía Electrónica 
 
     En la crio-microscopía electrónica la muestra se encuentra embebida en su propio 
tampón a -180 °C, que se consigue empleando N2 líquido. La congelación es muy rápida 
y consigue que el agua presente en la muestra forme hielo vítreo, evitando la formación 
de cristales que provocarían un daño importante en la muestra. Mediante esta técnica se 
consigue que la muestra se preserve del daño provocado por la radiación, aunque las 
imágenes que se obtienen presentan un bajo contraste. Este se puede incrementar 
cambiando el foco cuando se obtienen las micrografías. Mediante esta técnica se puede 
obtener resolución cuasi-atómica (Jiang W, et al., 2005), (Baker L, et al., 2010), 
(Fernandez-Leiro, et al., 2016) (Fig. 1.11). 
 
1.4.3 Adquisición de datos 
 
     La toma de micrografías se realiza mediante la técnica de “mínima dosis”, cuyo 
objetivo es limitar la radiación que incide sobre la muestra, minimizando el daño 
provocado por la dosis de electrones, que no debe sobrepasar los 10 e-/Å2, aunque más 
recientemente el empleo de pequeños fragmentos de vídeo en la adquisición, pueden 
soportar 20-30 e-/Å2. Antes de tomar la micrografía se ajustan previamente las 
Fig. 1.10 Técnicas de 
preparación de 
muestras para ME. 
(A) En la tinción 
negativa el espécimen 
queda embebido en 
una matriz amorfa 
que sustituye al 
tampón de la muestra. 
(B) En la 
criomicroscopía las 
partículas se congelan 
atrapadas en una fina 
capa de hielo vítreo 
que preserva su 
conformación nativa. 
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condiciones de toma de imágenes en un área próxima en la rejilla, y se exportan a la zona 
de interés (Williams, et al., 1970). De este modo se obtienen imágenes a una 
magnificación de 50.000 aumentos, con gran parte de la información estructural 
preservada, aunque con una baja relación señal-ruido. Para estudios de partícula 
individual se obtienen numerosas micrografías y se asume que la muestra se dispone 
sobre la rejilla de manera aleatoria, aunque en ocasiones la partícula puede presentar 
vistas mayoritarias.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.11 Preparación de muestras y determinación de la estructura mediante Crio-
ME. La determinación de la estructura de la proteína a través de Crio-ME implica varias 
etapas: preparación de la red de muestra, recolección de datos y procesamiento de datos 
seguida de reconstrucción 3D. La estructura de la enzima glutamato deshidrogenasa a una 
resolución de 1,8 Å es, hasta el día de hoy, la estructura a mayor resolución determinada a 
través de cryo-EM (Merk A, et al., 2016). Adaptado de (Fernandez-Leiro, et al., 2016). 
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1.4.4  Procesamiento de imagen 
 
     Para poder extraer toda la información estructural, es necesario utilizar el 
procesamiento de imágenes (Frank, 2006), que consigue seleccionar, y además alinear y 
clasificar todo el conjunto de imágenes. Los que se han utilizado para el desarrollo de 
esta tesis han sido los paquetes de EMAN (Ludtke, et al., 1999) y EMAN 2 (Ludtke, et 
al., 2007) y XMIPP (Marabini, et al., 1996; Sorzano, et al., 2004), (Scheres S, et al., 
2006). 
 
     Se seleccionan de manera automática y se supervisa de manera manual miles de 
partículas individuales y se alinean y clasifican atendiendo a cada orientación de la 
molécula. De este modo podemos incrementar la relación señal-ruido. 
 
1.4.5  Reconstrucción 3D 
 
     Para generar una estructura en 3D es necesario coleccionar un conjunto completo de 
vistas en 2D lo suficientemente amplio y detallado como para que contenga toda la 
información estructural de la molécula (Leschziner A, et al., 2006). Hay que tener en 
cuenta que las imágenes tomadas en el ME son proyecciones 2D de la molécula 
observada en la dirección del haz de electrones. Determinando su relación angular 
(ángulos de Euler) se consigue completar la estructura 3D (Radon, 1917).  
     Para obtener un volumen inicial se puede reconstruir mediante el esquema del ángulo 
cónico, sobre todo cuando la muestra presenta vistas preferentes en la rejilla. Se obtienen 
para cada imagen dos vistas, una en el plano horizontal y otra inclinada unos 45°, aunque 
si bien hay una zona, llamada cono perdido, en la cual, la información estructural no se 
puede extraer. (Radermacher, et al., 1987). Es necesario tener un amplio abanico de 
proyecciones 2D, a partir de medias 2D, que cubra la mayoría de orientaciones para 
obtener un mapa completo en 3D (Crowther, et al., 1970). 
     A partir de un volumen inicial, la asignación angular puede resolverse empleando 
varias estrategias computacionales, y es recomendable utilizar varias de ellas para 
comparar los resultados y poder aprobar la estructura final. La reconstrucción angular se 
puede realizar por el método de líneas comunes, que, basándose en el teorema de la 
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sección central, determina la existencia de una línea común entre dos proyecciones en el 
espacio de Fourier (Fig. 1.12). 
     El modelo inicial se refina mediante un proceso iterativo que mejora la asignación de 
ángulos de Euler, hasta converger en la estructura final, que debe ser validada con la 
información biológica y estructural que de esa molécula o complejo se dispone. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.12 Esquema del procesamiento de imágenes. Se ha empleado un mapa artificial 
de una mano para ilustrar el proceso. Las partículas individuales se extraen de las 
micrografías, alineadas, clasificadas y promediadas para aumentar la relación señal-ruido. 
El volumen 3D se obtiene tras determinar la relación angular de las partículas o de las 
medias correspondientes. Imagen cedida por el Dr. Ernesto Arias-Palomo. 
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     El objetivo principal de esta tesis es avanzar en el conocimiento estructural y 
funcional de la vía alternativa del sistema de complemento, mediante un análisis 
estructural de proteínas del complemento, y de sus complejos con otros componentes y 
receptores del complemento. Este objetivo se pretende alcanzar mediante un conjunto 
de objetivos concretos que se detallan a continuación: 
 
 
• Expresar y purificar varias de las proteínas del complemento. 
 
• Estudiar la estructura de iC3b mediante microscopía electrónica 3D y 
caracterizar las bases estructurales de la interacción entre iC3b y sus receptores. 
 
• Estudiar los cambios conformacionales que se producen en C3, C3b e iC3b y 
cómo estos afectan al reconocimiento específico por sus receptores. 
 
• Purificar anticuerpos mAbs frente a fragmentos de C3 y generar los fragmentos 
Fab, comprobando que siguen conservando su inmunoreactividad. 
 
• Caracterizar estructural y funcionalmente anticuerpos monoclonales (mAbs) 
frente a fragmentos de C3 generando sus correspondientes inmunocomplejos. 
 
• Conocer con mayor detalle cómo el bloqueo mediado por los inmunocomplejos 
se puede utilizar para comprender mejor los mecanismos de formación de la 
convertasa de C3. 
 
 !
 3  Materiales y Métodos 
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Fig. 3.1 Esquema de PCR de los exones de fB, de los diferentes mutantes catalíticos 
sobre fB y fBD279G. 
Tabla 3.1 Proteínas del complemento estudiadas en este trabajo. 
3.1  Proteínas del complemento de estudio 
 
     En la Tabla 3.1 detallamos las diferentes proteínas que se han estudiado en esta tesis 
doctoral y algunas de sus características principales. 
 
Proteína Origen Peso Molecular 
(kDa) 
Cadenas Fragmentos 
(kDa) 
C3 Humano 187 ! 113, " 75   
C3b Humano 178 !' 104, " 75  
iC3b Humano 176 !’ 63 !’’ 41, " 75  
fB Humano 
   Ratón 
90  Bb (60), Ba (30) 
fD Humano 25   
Anticuerpos C3 Humano 
   Ratón 
158 Pesada 50, Ligera 25 Fab, Fc !!
3.2  Amplificación del ADN por secuenciación y PCR 
     La reacción en cadena de la polimerasa ó PCR (Polimerase Chain Reaction) se 
realizó con un ciclo de desnaturalización de 30 s a 95 °C, otro de anillamiento a 65 °C o 
bien a 72 °C durante 1 min y otro de elongación de 8 min a 72 °C para todos los 
amplicones, en 18 ciclos sucesivos, más un ciclo final de elongación de 10 min a 72 °C. 
 
      X 18   
              95 °C          95 °C 
    30 “         30 “ 
         72 °C             72 °C 
      65 °C   ó   72 °C    8 ’          10’ 
             1’ 
      Desnaturalización      Anillamiento            Elongación 
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Tabla 3.3 Cebadores empleados en la secuenciación de fB 
Tabla 3.2 Oligonucleótidos empleados en la ampliación y la secuenciación del gen Fb. 
 
Oligonucleótidos para la ampliación del ADN por PCR. 
 
 
 
Oligonucleótidos para la secuenciación. 
 
Región Oligo Secuencia 5’ a 3’ 
Exón 1 y 2 RT-FB-F1 CAAGCCAGGACACACCATC 
Exón 3 FB-IVS2-F1 GTTTCTCAGTGACATGGTCT 
Exón 4 y 5 RT-FB-R1 TCTTCCGCTTCTGTTGTTCC 
Exón 6 RT-FB-F2 TCATGTACGACACCCCTCAA 
Exón 7 y 8 FB-IVS8-R1 TATAGTGTTACAAGTGGACTTAAGG 
Exón 9 y 10 FB-IVS8-F1 CTCAACTTGCTCACCCTGC 
Exón 11 RT-FB-R2 AGCTCTCGTGTCCCTTTGAA 
Exón 12 y 13 RT-FB-F3 ATGAAAGCCAGTCTCTGA 
Exón 14 y 15 FB-IVS13-F1 CAGACTATCAGGTGAGAGCGTC 
Exón 16 y 17 FB-IVS17-R1 ACTAGCCACATGCATTGAGCT 
Exón 18 FB-IVS17-F1 CTGATTCCTTTAGGTCAGCTAAG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3  Plásmidos y construcciones 
 
     El cDNA de factor B fue clonado en el plásmido comercial pCI-Neo (Promega), 
para obtener una construcción pCI-Neo-ADNc factor B D279G humano, que incluía la 
mutación D279G. 
 
Región 
Oligo 
Forward 
 
 
Secuencia 5’ a 3’ 
 
Oligo Reverse 
 
Secuencia 5’ a 3’ 
Tamaño 
(pb) 
Exón 1-5 RT-FB-F1 CAAGCCAGGAC 
ACACCATC 
RT-FB-R1 TCTTCCGCTTC
TGTTGTTCC 
1800 
Exón 6-11 RT-FB-F2 TCATGTACGACA 
CCCCTCAA 
RT-FB-R2 AGCTCTCGTGT
CCCTTTGAA 
2500 
Exón 12-18 RT-FB-F3 ATAAGCCAGT 
CTCTGA 
R: RT-FB-R3 CCTGTCCAAGC
AGGAAACC 
2000 
F1: CAAGCCAGGACACACCATC 
F2: TCATGTACGACACCCCTCAA 
F3: ATGAAAGCCAGTCTCTGA 
T3: ATTAACCCTCACTAAAGGGA 
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Tabla 3.5 Cebadores (primers) empleados en la mutagénesis de los mutantes catalíticos 
a partir del mutante estructural de fB D279G. 
Tabla 3.4 Oligonucleótidos empleados en la mutagénesis dirigida de fB D279G. 
3.4  Mutagénesis dirigida 
 
     Los experimentos de mutagénesis dirigida se realizaron con un kit comercial 
Stratagene (QuikchangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. Los oligos empleados en la mutación se detallan en la tabla siguiente. 
 
 
 
 
 
His526Ala Fw  GCTGACAGCAGCAGCTTGTTTCACTGTG 
His526Ala Rev CACAGTGAAACAAGCTGCTGCTGTCAGC 
His526Arg Fw  GCTGACAGCAGCACGTTGTTTCACTGTG 
His526ArgRev  CACAGTGAAACAACGTGCTGCTGTCAGC 
Ser699Thr Fw  CTTGCAGAGGTGATACTGGCGGCCCCTTG 
Ser699Thr Rev CAAGGGGCCGCCAGTATCACCTCTGCAAG 
Ser699Ala Fw  CTTGCAGAGGTGATGCTGGCGGCCCCTTG 
Ser699Ala Rev CAAGGGGCCGCCAGCATCACCTCTGCAAG 
 
 
 
 
3.5  Cultivos de células de mamífero 
 
     El cultivo de células de mamífero se utilizó para la expresión de los diferentes fB 
mutantes. Estos ensayos se realizaron en colaboración con el grupo del Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba (CIB-CSIC, Madrid). 
 
  
GEN 
 
MUTACIÓN 
 
OLIGO 
 
SECUENCIA 5’ a 3' 
 
fB 
 
fB D279G 
 
FB-D279G-F  
FB-D279G-R 
 
GGTGCTAGATGGATCAGGAAGCATT
GGGGCCAGCAAC 
GTTGCTGGCCCCAATGCTTCCTGATC
CATCTAGCACC 
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3.5.1  Líneas celulares 
 
     Se utilizó la línea celular CHO (fibroblasto de ovario de hámster), que se cultivó en 
medio Ham’s F12 (Gibco) complementado con 10% (v/v) suero fetal bovino (Gibco), 
100 U/ml de penicilina, 100 !g/ml de estreptomicina y 2 mM L-glutamina (Gibco), a 37 
°C, 95% de humedad y 5% CO2. 
3.5.2  Transfecciones transitorias 
 
     Para la expresión de proteínas, las células fueron transfectadas con Lipofectina 
(Invitrogen). Para conseguir una transfección satisfactoria se sembraron, 24 h antes, 
500.000 células en 3 ml de medio completo por cada placa P60. Se emplearon 6 placas 
P60, 4 para los diferentes mutantes catalíticos, y dos placas como controles positivo y 
negativo con y sin ADN respectivamente. En un tubo eppendorf se incubaron a 
temperatura ambiente 20 !l (5 !g) de ADN total, 24 !l de lipofectina y 156 !l de medio 
de cultivo (sin suplementar). Tras 30 min completamos hasta 1 ml con medio. Antes de 
la transfección, las células se lavaron con 3 ml de PBS 1X y se añadieron 2,8 ml de 
medio (sin suero) en cada placa. Se incubó durante la noche a 37 °C, 95% de humedad 
y 5% CO2, tras lo cual se volvieron a lavar y se les añadió medio completo. Finalmente, 
las células se centrifugaron, y se recogieron los sobrenadantes para valorar mediante 
ELISA la expresión de la proteína de interés. 
3.5.3 .Transfecciones estables 
 
Tras 24 h después de la transfección, se realizó la selección de células mediante su 
crecimiento en presencia del antibiótico G418 (0,5 mg/ml concentración final) 
(Calbiochem), para la generación de líneas celulares estables. De nuevo los 
sobrenadantes se testaron en ELISA para monitorizar los niveles de expresión de la 
proteína de interés. 
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3.6  Ensayos de ELISA 
 
3.6.1  Protocolo general 
 
     La técnica de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) se utilizó para la 
detección de distintas proteínas del complemento, basándose en la especificidad del 
reconocimiento antígeno-anticuerpo y aprovechando la sensibilidad de las pruebas 
enzimáticas. En estos ensayos se utilizaron placas de 96 pocillos (COSTAR) que se 
incuban con 100 !l de anticuerpo policlonal a una dilución 1:100 en NaHCO3 0,1 M pH 
9.5 durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente se realizó un lavado con tampón de 
lavado (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM y Tween20 0,2% (v/v)) y se saturó con 
1% (p/v) BSA en tampón de lavado durante 1h a temperatura ambiente. Tras 3 lavados, 
se aplicaron las muestras preparadas previamente a la dilución adecuada en el tampón 
que contenía 1% (p/v) BSA, y se incubó durante 1h a temperatura ambiente. Después de 
4 lavados se añadió el anticuerpo primario diluido en presencia de 1% (p/v) BSA y se 
incubó durante 45 min a temperatura ambiente. Después de otros 4 lavados, se incubó 
con el anticuerpo secundario durante 30 min a temperatura ambiente. Para revelar el 
ensayo, se diluyeron 4 pastillas del sustrato OPD (dihidrocloruro o-fenilendiamina) 
(Dako) en 12 ml de Tris-HCl 50 mM pH 7.6, al que añadimos 5 !l de H2O2 al 30% 
(v/v). Finalmente se realizaron 5 lavados antes del revelado. La reacción se detuvo con 
H2SO4 0,1 M y se midió la absorbancia a 492 nm en un lector de placas de ELISA. 
Todos los ensayos fueron realizados por duplicado, y se utilizaron diluciones seriadas 
de una muestra control de concentración conocida para la cuantificación de las 
proteínas. 
 
3.6.2  Cuantificación de C3 humano 
 
     Se sembró la placa de ELISA a una dilución 1:1000 con un anticuerpo policlonal de 
cabra anti-C3 de ratón. Como anticuerpo primario se empleó un anticuerpo policlonal 
de conejo anti-C3 humano a una dilución 1:1000. Como anticuerpo secundario se 
utilizó un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (HRP) (Dako) a una 
dilución 1:1000. 
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3.6.3  Cuantificación de fB humano 
 
     La placa de fue sembrada a una dilución 1:1000 con el anticuerpo policlonal de cabra 
anti-factor B humano (NSC) (New Scientific). Como anticuerpo primario se utilizó un 
anticuerpo monoclonal de ratón anti-factor B humano a una dilución 1:4000. Como 
secundario se utilizó un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa (HRP) 
(Dako) a una dilución 1:1000. 
 
3.6.4  Determinación del isotipo de anticuerpo 
 
     Para determinar el isotipo de cada uno de los anticuerpos de C3, se realizó un ELISA 
con anticuerpos secundarios frente a cada uno de ellos. Se incubó la placa de 96 pocillos 
toda la noche con los anticuerpos C3-12.2 C3-16.4 y C3-12.17, a una dilución 1:1000 
empleando 2 !g/ml en 100 !l/pocillo. Los isotipos que se probaron fueron IgM, IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, kappa y lambda, empleando 5 !g/ml en 100 !l/pocillo y 
haciendo diluciones seriadas partiendo de 1:250 y 1:500. 
 
3.6.5  Caracterización de la reactividad de los anticuerpos analizados 
 
     Se diseñó un ensayo ELISA directo para caracterizar la reactividad de los 
anticuerpos frente a diferentes fragmentos de C3. Para ello, sembramos la placa con las 
proteínas C3, C3b, iC3b o C3dg purificadas de origen humano y con C3 de ratón a 1 
!g/ml ON a 4 °C en PBS pH 7,4. Tras bloquear con BSA 5% y realizar lavados, se 
incubaron los diferentes anticuerpos anti-C3 en diluciones seriadas (0,5 a 2 !g/ml). La 
detección se llevó a cabo con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con 
HRP (1:1000). 
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3.7  Purificación de proteínas 
 
3.7.1  Purificación de fB humano 
 
     La purificación de factor B se realizó a partir de plasma de pacientes o de voluntarios 
sanos. Se utilizó para ello una columna de sefarosa DEAE Affi-Gel® Blue Gel (DEAE, 
Bio-Rad) con un anticuerpo monoclonal anti-factor B humano unido de manera 
covalente (clon D2). El volumen aproximado de columna fue de 10 ml. 
 
     Se lavó la columna con 1 volumen de PBS, 1 ml de isotiocianato, y 1 volumen de 
PBS (1X) pH 7,3, 1 ml de glicina 100 mM pH 2,5 y finalmente 1 volumen de PBS. A 
continuación, se cargó la muestra, inyectando en la columna 500 ml de plasma. Se lavó 
con 2 volúmenes de tampón PBS, 1 volumen de tampón borato (0,1 M NaCl 0,5 M, pH 
8), y finalmente PBS hasta alcanzar una línea base de la densidad óptica estable. La 
elución de las proteínas unidas a la columna se realizó con 1 ml de glicina 100 mM pH 
2,5, seguido de tampón PBS, recogiendo fracciones de 0,5 ml en tubos eppendorf de 1,5 
ml conteniendo 50 !l de Tris-HCl 2M pH 8. Tras la elución, se lavó la columna con 1 
ml de glicina y 2-3 volúmenes de PBS. Finalmente, se lavó con 1 volumen de PBS con 
azida al 0,02% (v/v) para conservar la columna a 4 °C. 
 
     Las fracciones de la cromatografía se analizaron en geles SDS-PAGE, y se juntaron 
aquellas que contenían fB purificado. La muestra se dializó frente a PBS (1X) NaCl 50 
mM pH 7,3, utilizando un casete de diálisis de 3500 PM (Slide-Analizer®, Thermo 
Scientific), y finalmente se concentró utilizando filtro de ultracentrifugación (Amicon®, 
Millipore), hasta una concentración final de aproximadamente 1 mg/ml. 
 
3.7.2  Purificación de C3 humano 
 
     C3 fue purificado a partir de una mezcla de plasma humano.  Se añadió al plasma 
EDTA 10 mM, y se centrifugó 30 min a 12000 rpm y 4 °C, tras lo cual se añadió 10 
mM de benzamidina y se precipitó, poco a poco y con agitación, con sulfato de amonio 
al  10% a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente se centrifugó 1 h a 10000 
rpm, y el sobrenadante de dializó durante 2 días, con 4 cambios de tampón de diálisis de 
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1L, frente a tampón fosfato 50 mM, benzamidina 5 mM, EDTA 10 mM, NaCl 150 mM 
a pH 7. La muestra dializada se centrifugó 30 min a 12000 rpm y se filtró con una 
membrana de tamaño de poro de 20 !m. Tras esto, se cargó la muestra en una columna 
de intercambio aniónico (DEAE, GE Healthcare) como primer paso de purificación, y 
después en una columna de intercambio catiónico de S-lysina con volumen de cama 0,2 
veces el volumen inicial de plasma, utilizando tampón fosfato 50 mM, benzamidina 5 
mM, EDTA 10 mM, NaCl 300 mM pH 7. La proteína eluida se concentró con un filtro 
de ultracentrifugación (Amicon®, Millipore), tras lo cual se dializó durante 2 días frente 
a tampón Tris 20 mM pH 8,6. Por último, la muestra se centrifugó 30 min a 12000 rpm 
y se cargó en una columna de intercambio iónico DEAE previamente equilibrada con 
Tris 20 mM pH 8,6, y se eluyó con un gradiente lineal de 200 ml de 0 a 350 mM NaCl. 
Las fracciones recogidas de la cromatografía se analizaron mediante ELISA para 
determinar cuáles contenían C3, se agruparon y dializaron en tampón fosfato 20 mM, 
NaCl 40 mM pH 6. La muestra dializada se centrifugó 30 min a 12000 rpm y se filtró 
con una membrana de tamaño de poro de 10 !m. Después se cargó en una columna de 
intercambio catiónico (Mono S, GE Healthcare) equilibrada en tampón fosfato 20 mM, 
NaCl 40 mM pH 6, y la elución se realizó mediante un gradiente de concentración de 
NaCl desde 40 mM a 500 mM. Las fracciones de 1 ml recogidas se neutralizaron con 20 
!l de tampón fosfato 1M pH 8, se alicuotearon y almacenaron a -80 °C para su posterior 
uso. 
 
• Generación de C3b 
 
     C3b se generó mediante digestión con tripsina de C3 (2 min a 37 °C). La tripsina se 
inactivó mediante la adición del inhibidor SBTI. La correcta proteólisis de la proteína 
en sus fragmentos C3a y C3b fue analizada mediante SDS-PAGE. El fragmento C3b 
fue purificado mediante una cromatografía de intercambio aniónico (Mono Q, GE 
Healthcare), seguida de una cromatografía de exclusión molecular (Superdex 200 
Increase 10/300 GL, GE Healthcare). 
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• Generación de iC3b 
 
     iC3b fue generado a partir de C3b, mediante la digestión de este con fH (o MCP) y fI 
durante 1h a 37 °C en tampón Tris 20 mM, NaCl 150 mM y Tween 0,02% (v/v). De 
nuevo se comprobó la digestión de C3b mediante SDS-PAGE. 
 
• Generación de C3dg 
 
     Para obtener C3dg, se incubó C3b de manera similar al apartado anterior para la 
generación de iC3b, pero en condiciones de baja fuerza iónica. iC3b y C3dg se purifican 
mediante cromatografía de intercambio iónico y exclusión molecular.  
 
3.7.3  Purificación de anticuerpos de diversos fragmentos de C3 
 
     La expresión y purificación de los anticuerpos fue llevada a cabo en el laboratorio 
del Prof. Santiago Rodríguez de Córdoba (CIB-CSIC), de la que una parte se cedió bajo 
la colaboración entre los dos grupos para la realización de los ensayos descritos en este 
trabajo. 
3.8  Análisis bioquímico de proteínas 
 
3.8.1  Electroforesis en condiciones desnaturalizantes 
 
     Para la separación de las proteínas mediante electroforesis se emplearon geles de 
poliacrilamida, de un porcentaje adecuado, en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), siguiendo el método descrito por Laemmli (Laemmli UK, 1970) según el cual 
las proteínas se separan en la matriz del gel en función de la masa molecular. Las 
muestras de proteína se prepararon mediante la adición de tampón de carga 5X (Tris-
HCl 250 mM pH 6,8, DTT 500 mM, SDS 10%, azul de bromofenol 0,5% y glicerol 
50%) y, para experimentos en condiciones reductoras, !-mercaptoetanol 2 mM, y su 
posterior calentamiento a 95 °C durante 5min. La electroforesis se llevó a cabo en 
sistemas Mini-Protean Cell (Bio-Rad), aplicando una corriente inicial de 100 V para el 
gel concentrador y 180 V para el gel separador. La visualización de las proteínas se 
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realizó mediante su tinción con azul de Coomassie, agente de tinción comercial 
SimplyBlue SafeStain® (Invitrogen), nitrato de plata, o mediante una tinción fluorescente 
Oriole Fluroescent Gel Stain ® (Bio-Rad), según la sensibilidad requerida. 
 
3.8.2  Inmunodetección mediante Western Blot 
 
     Los ensayos de inmunodetección se realizaron utilizando anticuerpos específicos que 
se detallan en la Tabla 3.6. Tras la separación de las proteínas mediante SDS-PAGE, 
estas fueron transferidas a membranas de PVDF (Bio-Rad) e incubadas con el 
anticuerpo adecuado. De manera general, las membranas se incubaron en solución de 
bloqueo (PBS 1x, Tween20 0,05% y BSA 3% (p/v) durante 30 min a temperatura 
ambiente para su posterior incubación con el anticuerpo primario a una dilución 
apropiada en tampón PBS 1X, BSA 0,1% (p/v), Tween20 0,05% durante 1h a 
temperatura ambiente. Seguidamente el exceso de anticuerpo se eliminó mediante 3 
lavados de 10 min con tampón de lavado (PBS 1x, Tween20 0,05%), y se incubó con el 
anticuerpo secundario (anti-IgGs de ratón o de conejo) conjugado con HRP. De nuevo 
se realizaron 3 lavados de 10 min y finalmente se reveló la quimioluminiscencia de la 
peroxidasa utilizando el agente comercial ECL Plus® (GE-Healthcare). Las señal fue 
recogida en películas fotográficas (Kodak) mediante autorradiografía o visualizada 
digitalmente en un equipo Fujifilm Fluorescent Image Analyzer FLA-3000. 
 
Anticuerpos Primarios 
Proteína Tipo Condiciones de 
Incubación 
Origen 
C3 Policlonal de ratón 
Dilución 1/1000 
Tiempo 1h 
Laboratorio Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba 
C3 Humano 
Dilución 1/1000 
Tiempo 1h 
Laboratorio Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba 
fB 
 Humano 
NSC 
Dilución 1/1000 
Tiempo 12h 
Laboratorio Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba 
fB 
monoclonal humano 
JC1 
Dilución 1/1000 
Tiempo 1h 
Laboratorio Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba 
fB 
monoclonal humano 
D2 
Dilución 1/2000 
Tiempo 1h 
Laboratorio Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba 
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Anticuerpos Secundarios 
Tipo Reactividad Condiciones de 
Incubación 
Origen 
Anti-IgG  
IgG de conejo 
Conjugado con HRP 
Dilución 1/5000 Tiempo 
30min 
GE-Healthcare 
Anti-IgG  
IgG de ratón 
Conjugado con HRP 
Dilución 1/5000 Tiempo 
30min 
GE-Healthcare 
Anti-IgG  
IgG de cabra 
Conjugado con HRP 
Dilución 1/5000 Tiempo 
30min 
GE-Healthcare 
 
 
3.9  Cromatografía de exclusión molecular 
 
     La cromatografía de exclusión molecular se utilizó rutinariamente en la purificación 
y caracterización de proteínas y complejos multiproteicos. Las columnas y condiciones 
que se emplearon se detallan en la Tabla 3.7. Los equipos de cromatografía que se 
emplearon fueron un A!KTA ETTAN (GE Healthcare) y un A!KTA purifier 
(GE Healthcare). Todas las condiciones de trabajo se optimizaron previamente en 
cuanto a flujo, volumen de muestra inyectada y tampón, para emplear la más óptima 
para cada muestra, trabajando siempre dentro de los parámetros sugeridos por el 
fabricante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3.6 Anticuerpos primarios y secundarios empleados en la detección de proteínas 
mediante ensayos de Western Blot y ELISA.
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Proteína Columna Condiciones 
fB Superdex 200 PC 3,2/30 2,4ml Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
C3 Superose6 PC 3,2/30 2,4ml 
Superdex 200 PC 3,2/30 2,4ml 
Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
C3b Superdex 200 PC 3,2/30 2,4ml Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
iC3b Superdex 200 PC 3,2/30 2,4ml Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
Fab C3-12.17 Superdex 200 PC 3,2/30 2,4ml Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
Fab C3-16.4 Superdex 200 PC 3,2/30 2,4ml Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
Fab C3-12.2 Superdex 200 PC 3,2/30 2,4ml Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
 
3.10  Cromatografía de afinidad 
 
     Se emplearon columnas de inmunoafinidad para la purificación de C3, fB y 
fragmentos Fab que aparecen reflejadas en la Tabla 3.8. Para fB se utilizó una columna 
de sefarosa con un anticuerpo monoclonal anti-factor B humano, unido de manera 
covalente (clon D2).  
 
Proteína Columna Condiciones 
fB DEAE Affi-Gel® Blue Gel 5ml Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
C3 S-Lysina 
DEAE-Sephacel® 
Tris-HCl 20 mM pH 8,6, NaCl 50 mM 
Fab C3-12.17 Columna Proteína A Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
Fab C3-16.4 Ficina Inmovilizada 
Columna Proteína A 
Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
Fab C3-12.2 Ficina Inmovilizada 
Columna Proteína A 
Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM 
 
Tabla 3.8 Cromatografía de afinidad. Condiciones experimentales empleadas para las 
diferentes proteínas de estudio.  
Tabla 3.7 Cromatografía de exclusión molecular. Condiciones experimentales para las 
diferentes proteínas de estudio. 
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3.11  Cromatografía de intercambio iónico 
 
     La Tabla 3.9 detalla las columnas y condiciones de tampón empleados en las 
cromatografías de intercambio iónico para la purificación de C3, fB y fragmentos Fab 
de los distintos anticuerpos.  
 
Proteína Columna Condiciones 
C3 DEAE 
Mono-S 
Tris-HCl 20 mM pH 8,6, NaCl 75 mM 
Fosfato 20 mM, NaCl 40 mM  
C3b Mono-Q Hepes 10 mM, NaCl 150 mM 
iC3b DEAE Hepes 10 mM, NaCl 150 mM 
Fab C3-12.17 Desalt Spin Column Tris 20 mM, NaCl 60 mM 
Fab C3-16.4 Desalt Spin Column Tris 20 mM, NaCl 60 mM 
Fab C3-12.2 Desalt Spin Column Tris 20 mM, NaCl 60 mM 
 
3.12  Generación y purificación de fragmentos Fab  
 
     Los fragmentos Fab de cada anticuerpo se generaron utilizando un kit específico de 
preparación Pierce® Mouse IgG1 Fab and F(ab’)2 (Thermo Scientific) aplicando y 
optimizando las instrucciones detalladas por el fabricante. Los Fabs se purificaron 
mediante cromatografía de exclusión molecular en una columna Superdex 200 PC 
3.2/30 (GE Healthcare) utilizando tampón Tris 20 mM, NaCl 60mM y 1% inhibidor de 
proteasas libre de EDTA (Roche). Las fracciones correspondientes al máximo de 
absorbancia fueron analizadas mediante SDS-PAGE para verificar la presencia de Fab y 
posteriormente concentradas con sistemas Amicon® Ultra-4 (Millipore). 
 
 
Tabla 3.9 Cromatografía de intercambio iónico. Condiciones experimentales para las 
diferentes proteínas de estudio en los experimentos de cromatografía de intercambio 
iónico.
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3.13  Análisis de los inmunocomplejos mediante 
cromatografía de exclusión molecular 
 
• Formación de complejos anticuerpo-iC3b 
 
     Los inmunocomplejos se prepararon incubando el anticuerpo monoclonal (C3-12.2, 
C3-16.4 ó C3_12.17) con iC3b a 37 °C durante 30 min a una relación molar 1:1,5 para 
C3-12.17, añadiendo 10 !g de iC3b y 16 !g de Fab C3-12.17. Se ensayó una relación 
molar 1:1 para C3-12.2, añadiendo 11 !g de iC3b y 11 !g de Fab C3-12.2 y una 
relación molar 1:1 para C3-16.4, añadiendo 8 !g de iC3b y 9 !g de Fab C3-16.4. 
 
     Antes de inyectar el complejo en la columna, la mezcla se incubó durante 20 min a 
37 °C y se reservó 1 !g del complejo para su análisis mediante gel SDS-PAGE. La 
separación del inmunocomplejo se realizó utilizado una columna Superdex 200 PC 
3.2/30 (GE Healthcare) equilibrada en Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 75 mM.  
3.14  Ensayos en fase fluida 
 
     Se incubaron 20 !g de C3b/iC3b a 37 °C con fH (10 !g), sMCP (6 !g) ó CR1 (6 !g) 
y fI (1,2 !g) en 20 mM Tris y 40 mM NaCl ó 20 mM Tris-HCl y 0 mM NaCl. Se 
tomaron alícuotas mezcla de reacción (2 !g) de iC3b pasados 0, 1, 2, 5, 10, 60, 120 y 
180 min. La reacción se detuvo añadiendo SDS. Las muestras fueron analizadas 
mediante SDS-PAGE 10% bajo condiciones reductoras. 
 
• Ensayo de inhibición del corte de C3 
 
     Para analizar la capacidad de los anticuerpos monoclonales (mAbs) de inhibir el 
corte proteolítico de C3 se diseñó un ensayo in vitro en el que se incubó C3 (1 !g) con 2 
!g y 4 !g de cada mAb durante 10 min en baño de agua a 37 °C, en 25 !l de tampón 
AP (2,9 mM barbital, 1,7 mM barbital sódico, 144 mM NaCl, 7 mM MgCl2, 10 mM 
EGTA, pH 7,4), tras lo cual se añadió fB (1 !g) y 10 min después fD (5 ng). La mezcla 
se incubó durante otros 40 min. La proteólisis de C3 se evaluó mediante SDS-PAGE 
10% en condiciones reductoras y tinción con azul de Coomassie. 
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3.15  Ensayos de SPR 
 
     Los ensayos de SPR (Surface Plasmon Resonance) se realizaron en un equipo 
Biacore T100 (GE Healthcare) en colaboración con el grupo del Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba. C3b fue inmovilizado covalentemente sobre un chip CM5 
(dextrano carboximetilado) a través de los grupos amino utilizando un kit de 
acoplamiento NHS/EDC y siguiendo las instrucciones del fabricante. Para los ensayos 
cinéticos de fH y sMCP y formación de convertasa se inmovilizaron 501 unidades 
relativas (RU) de iC3b y 510 RU de C3b. Para analizar la unión de CR1, se 
inmovilizaron 92RU de C3b o 88RU de iC3b. Los experimentos se realizaron a 25 °C y 
un flujo de 30 !l/min, y fueron referenciados doblemente (se sustrajeron los datos de 
una celda de referencia y una inyección de tampón) para controlar el incremento en el 
índice de refracción.  
 
     Los analitos se fluyeron a través de la superficie de C3b a diferentes 
concentraciones. La formación de convertasa se analizó en tampón 10 mM Hepes (pH 
7,4), 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2, y 0,01% (v/v) SP20, y la cinética del regulador fD se 
analizó mediante su flujo a 1 !g/mL en 10 mM Hepes (pH 7,4), 150 mM NaCl, y 0,01% 
(v/v) SP20. La superficie se regeneró en todos los casos con 10 mM acetato de sodio 
(pH 4) y 1 M NaCl. Los datos se evaluaron usando el programa Biaevaluation T100 
(GE Healthcare) y las cinéticas de fH, sMCP, y sCR1 se estudiaron mediante análisis 
del estado estacionario. El ajuste global se utilizó para determinar los parámetros 
cinéticos que todas las curvas, a diferentes concentraciones, ajustaban dentro del 
experimento. 
3.16  Ensayos de SAXS 
 
     Los experimentos de SAXS fueron realizados completamente por el grupo de 
Cristina Vega en el Centro de Investigaciones Biológicas (CIB-CSIC) y recogidos en 
una estación BioSAXS (ID14EH3) en el Sincrotrón Europeo. La longitud de onda se 
fijó a " = 0,931 Å (13,32 keV), y la distancia de la muestra al detector se ajustó a 2,43 
m, resultando en un vector de dispersión q, en el rango de 0,009 a 0,6 Å#1. 
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     Todos los experimentos se realizaron a 5 °C. Se cargaron 35 !l de las muestras de 
proteína purificada homogéneamente (C3, C3b e iC3b) en un capilar de cuarzo de 1,8 
mm montado al vacío, y los datos de dispersión recogidos fueron medidos usando un 
robot automatizado que asegura un flujo constante de muestra a través de la corriente 
durante la exposición a Rayos X para minimizar el daño de radiación. De este modo se 
recogieron las imágenes de dispersión en 2D. Se tomaron mediciones en un rango de 
concentraciones de C3 (1–5 mg/ml), C3b (1–3 mg/ ml), e iC3b (1–5 mg/ml). 
3.17  Microscopía Electrónica de Transmisión 
3.17.1  Preparación de las muestras !
     Para visualizar las muestras en el microscopio electrónico mediante tinción negativa, 
se aplicaron 5-10 !l de muestra (barriendo un rango de diluciones entre 0,01 y 0,1 
mg/ml en el tampón correspondiente) sobre rejillas de cobre de 400 agujeros cubiertas 
de una fina capa de carbón, las cuales, se expusieron previamente a descarga iónica 
durante 1 min para generar una superficie hidrofílica que facilite la adsorción de la 
muestra. Las rejillas se incubaron durante 1-2 min con la muestra, tras lo cual se lavaron 
con agua mili-Q, y finalmente se incubaron con el agente de tinción (2% (p/v) acetato 
de Uranilo o 2& (p/v) formiato de Uranilo) durante 1 min. Tras la tinción , las rejillas se 
dejaron secar a temperatura ambiente En cada paso, el exceso de líquido se eliminaba 
con papel de filtro Whatman (Whatman, GE-Healthcare). 
3.17.2  Adquisición de datos 
 
     Las rejillas se observaron en un microscopio electrónico de transmisión JEOL-1230 
(CIB-CSIC) equipado con un filamento de Wolframio, estabilizado a 100kV, o JEOL 
1210 estabilizado a 80kV (CBM-CSIC). Se seleccionó una zona óptima sobre la que se 
tomaron las micrografías electrónicas en condiciones de mínima dosis electrónica (12 e-
/Å2) de manera semiautomática utilizando el programa TVIPS F416 CMOS a una 
magnificación real de 68.222X y 2,28 Å/pixel.  
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3.17.3  Procesamiento digital de imágenes 
 
     La función de transferencia de contraste o CTF (Contrast Transfer Function) fue 
estimada para cada una de las micrografías mediante el programa CTFFIND3 (Mindell 
y Grigorieff, 2003) y corregida utilizando el programa BSOFT (Heymann, et al., 2007). 
Se realizó una comprobación visual y se descartaron aquellas imágenes astigmáticas y/o 
que presentaban deriva. A continuación se seleccionaron de manera semiautomática las 
imágenes correspondientes a partículas individuales utilizando un tamaño de caja 
apropiado y aplicando una normalización de la escala de grises a media 1, y desviación 
estándar 0. Las imágenes se extrajeron utilizando un conjunto de programas incluidos 
en la plataforma EMAN (Ludtke, et al., 1999), se promediaron y submuestrearon en un 
factor 2, hasta una resolución final de 4.56 Å/pixel, y se normalizaron y filtraron con 
distintos algoritmos disponibles en los paquetes informáticos EMAN (Ludtke, et al., 
1999) y XMIPP (Marabini, et al., 1996; Sorzano, et al., 2004; Scheres, et al., 2008). 
3.17.4  Alineamiento y clasificación 2D de partículas individuales 
 
     La baja relación señal-ruido en las imágenes de partículas individuales que se 
obtienen en microscopia electrónica, hace necesario la clasificación de los datos en 
medias 2D que son proyecciones más o menos abundantes contenidas en la 
determinación de una estructura. Mediante diferentes métodos que combinan 
iterativamente el alineamiento y la clasificación de imágenes en 2D se obtiene una 
imagen media de cada clase. Estos métodos utilizan múltiples referencias para 
desarrollar un refinamiento, y son especialmente hábiles a la hora de clasificar 
diferentes imágenes con un nivel muy alto de similitud. 
 
     En este trabajo, se realizó un análisis inicial de los datos en dos dimensiones 
mediante los programas refine2d.py de EMAN (Ludtke, et al., 1999) y ML2D 
(Maximum Likelihood alignment 2D) (Scheres, et al., 2005) y CL2D (Clustering 2D) 
(Sorzano, et al., 2010) de XMIPP, algoritmos que llevan a cabo clasificaciones y 
alineamientos de las imágenes libres de patrón. En EMAN (Ludtke, et al., 1999) y 
EMAN2 (Tang, et al., 2007) la clasificación está basada en correlación cruzada, 
mientras que para XMIPP (Sorzano CO, et al., 2004) el programa ML2D utiliza un 
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algoritmo de máxima verosimilitud en el cual se calcula la imagen promedio de aquellas 
imágenes que corresponden a una misma dirección de proyección, teniendo como 
referencia la mejor relación señal/ruido respecto a las imágenes individuales. Estas 
medias 2D obtenidas pasan a ser una representación de las partículas más 
representativas de todo el conjunto (Scheres SH, et al., 2005.b). 
 
     Las medias 2D de referencia que se seleccionaron como las más representativas se 
analizaron en más profundidad con el programa KerdenSOM (Kernel probability 
density estimator self-organizing map), implementado en XMIPP (Pascual-Montano, et 
al., 2001), el cual está basado en un algoritmo de mapas auto-organizativos que clasifica 
en función de sus espectros rotacionales (Kangas, et al., 1990) ( Kohonen, 1990) para la 
búsqueda de heterogeneidad en conjuntos de datos a priori homogéneos. Los datos se 
ordenan en una matriz vectorial 2, en la cual los vectores más próximos son más 
parecidos a los que se disponen más alejados. Esta clasificación fue especialmente útil 
en la obtención de medias 2D de la estructura de iC3b/Fab (C3-12.2). 
 
3.18  Reconstrucción tridimensional 
 
3.18.1  Generación de volúmenes iniciales 
 
     El primer paso para obtener una estructura en 3D es generar unos volúmenes 
iniciales, y refinarla, paso a paso, con los datos obtenidos (set de partículas). Para ello se 
siguen diferentes estrategias:  
 
     Líneas comunes. Se pueden seleccionar las medias libres de referencia obtenidas en 
la clasificación 2D con el comando refine2d de EMAN (Ludtke, et al., 1999) y generar 
un volumen inicial de líneas comunes. Estos volúmenes se pueden construir con el 
comando startcsym de EMAN (Ludtke, et al., 1999) o initial model de EMAN2 (Tang, 
et al., 2007). 
 
     Elipsoides. Se pueden emplear como volúmenes de referencia elipsoides con una 
distribución de masa Gaussiana. 
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     RCT. (Random Conical Tilt). Inclinación cónica aleatoria. Se pueden generar 
volúmenes de referencia tomando pares de imágenes a 0 y 45° de inclinación. 
 
     PDB. Podemos obtener un volumen de referencia filtrando a media-baja resolución 
(100-200 Å) una estructura que se haya resuelto previamente mediante cristalografía de 
Rayos X, RMN o ME-3D, que tenga cierta relación estructural, o incluso ella misma, si 
lo que estamos describiendo es la misma molécula en un complejo. 
 
3.18.2  Refinamiento angular 
 
     El refinamiento de un volumen se realiza mediante un proceso de refinamiento 
angular iterativo. Para ello, se utilizó el comando refine de EMAN (Ludtke, et al., 
2001), sobre todo en los pasos iniciales, y se complementó con pasos de refinamiento 
utilizando el programa ML3D implementado en XMIPP (Scheres, et al., 2001). El 
programa ML3D está basado en máxima verosimilitud, y permite separar en clases las 
diferentes proyecciones de una molécula a partir de un mapa filtrado que se utiliza 
como referencia.  
     Para realizar el refinamiento angular se partió de los volúmenes iniciales generados, 
y se supervisaron los sucesivos pasos de refinamiento. El refinamiento a partir de 
distintos volúmenes iniciales debe converger en la misma estructura. Este se da por 
finalizado cuando el modelo deja de evolucionar, y además, presenta una alta 
correlación con las partículas individuales y las medias libres de referencia que se 
utilizaron en ese experimento. 
 
3.18.3  Estimación de la resolución  
 
     La resolución de las estructuras se realizó utilizando el comando eotest de EMAN 
(Ludtke, et al., 1999). Este programa toma el conjunto de partículas de la última 
iteración del refinamiento angular y lo divide aleatoriamente en dos grupos. Con cada 
uno de los grupos se reconstruye un volumen. Estos dos volúmenes se correlacionan 
entre sí, en función de la frecuencia espacial en el espacio de Fourier (FSC, Fourier 
Shell Correlation) para obtener una estimación de la resolución. Esta resolución se 
estimó fijando el valor FSC en 0,5. 
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3.19  Visualización y ajuste de estructuras atómicas 
 
     Utilizamos las estructuras resueltas previamente mediante cristalografía de Rayos X 
o Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para ajustarlas a los mapas de densidad 
electrónica obtenidos. Las estructuras atómicas del anillo MG de C3 (código PDB ID 
2A73) (Janssen, et al., 2005) y de C3b (código PDB ID 2I07) (Janssen, et al., 2006) 
(Tabla 3.10) fueron ajustadas a la densidad de ME utilizando SITUS (Wriggers, et al., 
2001), mostrando unos coeficientes de correlación de >0,8. Los dominios CUB, TED y 
C345C se ajustaron manualmente a la densidad de ME, y el ajuste refinado, utilizando 
el programa COLOCOR de SITUS (Wriggers, et al., 2001) y UCSF Chimera (Goddard, 
et al., 2007). La localización exacta de los dominios CUB y TED en el ME fue 
representada después de colorear la correspondiente densidad del mapa de ME. Todos 
los mapas de ME y estructuras fueron visualizadas utilizando UCSF Chimera 
(Pettersen, et al., 2004). 
 
Dominio Estructural Código PDB 
Anillo MG de C3 2A73 
Anillo MG de C3b 2I07 
IgG 1IGT 
 
 
 
Tabla 3.10 Estructuras atómicas encajadas en los mapas de ME-3D y sus 
correspondientes códigos PDB. 
  
4  Resultados 
 
Resultados!
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4.1  Estructura de iC3b resuelta mediante microscopía 
electrónica a 24 Å 
 
     En este trabajo se ha determinado la estructura 3D de iC3b a media resolución 
empleando ME-3D, corroborando estos resultados también mediante SAXS (dispersión 
de rayos X de bajo ángulo). Los datos de este estudio revelan que iC3b presenta una 
conformación definida, distinta de las encontradas en C3 y C3b. Estos resultados 
contrastan con la observación de un TED móvil alrededor del anillo MG. 
 
4.1.1  La ME muestra que iC3b presenta una conformación definida 
 
     Para resolver la estructura de iC3b se utilizaron dos preparaciones de iC3b purificado 
de origen humano, una comercial de la empresa Calbiochem, a la que se aplicó un paso 
adicional de purificación utilizando una columna de cromatografía de exclusión 
molecular Superdex 200 PC 3.2/30 (GE Healthcare), y otra preparación de iC3b 
producida en nuestro laboratorio a partir de C3 humano. En este segundo ensayo, la 
preparación de C3 fue incubada con MCP recombinante soluble y fI, y posteriormente 
purificada combinando una cromatografía de intercambio aniónico y de exclusión 
molecular (Fig. 4.1.1 y Fig. 4.1.2). Las fracciones recogidas en la cromatografía de 
exclusión molecular que contenían la proteína purificada iC3b de cada preparación fueron 
utilizadas en posteriores ensayos de microscopía electrónica. Los perfiles 
cromatográficos y el análisis mediante SDS/PAGE de ambas preparaciones de iC3b 
fueron indistinguibles (Fig. 4.1.2). 
 
 
 
 
 
 
sponses. The structural bases underlying a similar dynamic rear-
rangement have been deciphered for the activation of C3 and
other complement components (1–3, 6). The 3D structure of the
iC3b molecule is presently unclear, precluding similar under-
standing of the structural rearrangement from C3b to iC3b. More
than 25 y ago, Isenman (16), using spectroscopic techniques,
described that generation of iC3b is accompanied by a major
conformational change and suggested a reversion of the change
seen in the original conversion of native C3 to C3b. In contrast,
recent EM data have shown the thioester-containing domain
(TED) domain of iC3b as a randomly oriented region around the
C3c fragment (1, 17), which poses interesting questions regarding
the structural basis of the many iC3b-mediated immunological
responses (1, 18, 19).
Here, we have determined the 3D structure of iC3b at me-
dium resolution using 3D-EM and small-angle X-ray scattering
(SAXS). Our dat r v al a unique c nformation distinct from
that of C3 and C3b.
Results
EM Reveals a Single iC3b Conformation. We have used two prepa-
rations of puriﬁed human iC3b: a commercial (Calbiochem)
preparation that was further puriﬁed using Superdex 200 size-ex-
clusion chromatography (GE Healthcare) and a preparation of
iC3b made in our laboratory from in-house prepared human C3
that was incubated with soluble recombinant MCP and fI and
subsequently puriﬁed using anion exchange and g l ﬁ tration
chromatography (Fig. 1A and Fig. S1). The chromatographic pro-
ﬁles and SDS/PAGE analysis of both iC3b preparations were
indistinguishable.
In total, 29,730 images of iC3b molecules were collected in the
electron microscope after applying fresh protein, immediately
after elution from a gel ﬁltration column, to an EM grid (Fig. S2).
These images were subjected to reference-free classiﬁcation to
group those images derived from similar views of the protein,
which were aligned and averaged (Fig. 1B). iC3b appeared on the
EM support ﬁlm in different orientations, but a typical view
exhibited the macroglobulin (MG) ring (Fig. 1D, blue) with a hole
at the bottom end of the ring and a wide density at the top (Fig.
1D, gray). The comparison between these images and views of C3
and C3b observed in the electron microscope revealed that the
TED domain in iC3b is located at a position closest to that oc-
cupied by the TED domain in C3 (Fig. 1E). Notably, the 2D
averages of iC3b suggested a similar location for the TED domain
in all the molecules collected, which is in clear contrast to the
heterogeneity previously described for the location of the TED
domain in iC3b images obtained in the electron microscope (17).
Identical results were obtained for the commercial (Fig. 1) and in-
house preparations of iC3b (Fig. S2).
Swing of the TED and CUB Domains in C3, C3b, and iC3b. A 3D
structure of iC3b was obtained by angular reﬁnement of the EM
images using an ab initio structure determined by the random
conical tilt (RCT) method as an initial template (Fig. S2). The
averages obtained after angular reﬁnement were identical to the
reference-free averages (Fig. 1B andC), supporting the correctness
of the reﬁned structure. The potential conformational heteroge-
neity of iC3b was evaluated using maximum-likelihood methods
(SI Materials and Methods), which revealed that all the images of
Fig. 1. Puriﬁcation and EM of iC3b. (A) Final preparations of puriﬁed C3, C3b, and iC3b were analyzed by SDS/PAGE. Schematic representation of the primary
structure of iC3b is also shown. (B) Reference-free 2D averages of iC3b single-molecule images. Several views of iC3b correspond to a distinct orientation of
the protein on the support ﬁlm. (C) Projections of the EM structure of iC3b obtained by the angular reﬁnement method match the reference-free averages, as
shown in B. (D) Selected 2D reference-free average shows a typical view of iC3b. A cartoon highlights the location of the MG ring (blue) and a large density at
the top (gray). (E) As in D, but a typical reference-free average of C3 and C3b molecules observed in the electron microscope is shown (6).
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Fig. 4.1.1 Purificación de iC3b. (A) 
Purificaciones finales de C3, C3b e iC3b, 
analizadas mediante SDS-PAGE y tinción con 
azul de Coomassie. A la izquierda se indican los 
marcadores de masa molecular, M. Las diferentes 
cadenas de C3, C3b e iC3b aparecen señaladas en 
su posición correspondiente. (B) Representación 
esquemática de la estructura prim r a de iC3b. Se 
indican las cadenas ! (naranja) y " (amarillo). 
 
B 
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Fig. 4.1.2 Purificación de iC3b. (A) Perfil de elución de la cromatografía de gel-
filtración de iC3b generado por la incubación de C3b con sMCP y cantidades 
subestequiométricas de fI. sMCP se separa del pico principal que corresponde a iC3b. 
(B) Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con nitrato de plata de las fracciones 
recogidas de la cromatografía en (A). La fracción seleccionada para ME aparece 
marcada. (C) Perfil de elución de la cromatografía de gel-filtración de iC3b de 
Calbiochem. (D) Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con nitrato de plata de las 
fracciones recogidas de la cromatografía en (C). La fracción seleccionada para 
microscopía aparece marcada como ME. 
iC3b 
iC3b 
ME 
MCP 
Número de fracción 
Número de fracción 
Número de fracción 
ME 
Número de fracción 
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     La muestra de iC3b recién purificada fue visualizada en el microscopio electrónico y 
se tomaron micrografías electrónicas para su procesamiento digital. 29730 imágenes de 
moléculas individuales fueron seleccionadas para la reconstrucción 3D de la estructura de 
la molécula (Fig. 4.1.3).  
 
     Estas imágenes fueron sometidas a una clasificación libre de referencia para agrupar 
aquellas imágenes con vistas de la proteína equivalentes, las cuales fueron alineadas y 
promediadas. (Fig. 4.1.4, A).  !!!!!!!!!!!!!!!
 
 
Fig. 4.1.3 Microscopía electrónica de la molécula de iC3b. (A) Campo típico de iC3b 
observado al ME, donde se destacan algunas moléculas seleccionadas en una caja. Barra de 
escala, 100nm. (B) Galería de partículas individuales seleccionadas. Se muestran algunas 
vistas características de la molécula. 
Fig. 4.1.4 ME de iC3b. (A) Medias 2D libres de referencia de moléculas individuales de 
iC3b. (B) Proyecciones de la estructura de iC3b obtenidas por métodos de refinamiento 
angular ajustándose a las medias libre de referencia tal y como se muestra en A. 
 
!54 
     Seguimos el mismo procedimiento para la muestra purificada a partir del corte con 
MCP y fI, obteniendo también en este caso medias 2D libres de referencia (Fig. 4.1.5). !!!!!!!!!!!!
!
     La molécula de iC3b de adhiere al soporte de microscopía electrónica en diferentes 
orientaciones; una vista típica exhibe el anillo macroglobulina (MG) (Fig. 4.1.6, azul), 
con un agujero en la parte de inferior del anillo y una densidad ancha en la parte superior 
(Fig. 4.1.6, gris). La comparación entre estas imágenes y las de C3 y C3b observadas en 
el microscopio electrónico mostraron que el dominio TED en iC3b se encuentra 
localizado en una posición adyacente a la ocupada por el TED en C3 (Fig. 4.1.6, B).  !!!
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.1.5 Medias 2D de iC3b. Medias 2D libres de referencia de imágenes de molécula-
individual de iC3b purificada en nuestro laboratorio. Estas medias fueron idénticas a las 
obtenidas para la preparación comercial de Calbiochem (Fig. 4.1). 
 
Fig. 4.1.6 Media 2D libre de referencia seleccionada de una vista típica de iC3b, C3 y 
C3b. El dibujo esquemático señaliza la localización del anillo MG (azul) y una amplia 
densidad en la parte superior (gris). (B) Medias 2D libres de referencia con vistas típicas de 
C3 (panel superior) y C3b (panel inferior). A la derecha se indican esquemas de las 
moléculas donde se señalan el dominio MG (azul) y TED (gris). 
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     En estos experimentos observamos que las medias 2D de iC3b sugieren una 
localización precisa del dominio TED en todas las moléculas seleccionadas. Estos 
resultados contrastan con la heterogeneidad previamente descrita para la localización del 
dominio TED en imágenes de iC3b obtenidas mediante microscopia electrónica (Nishida 
N, et al, 2006). Los experimentos realizados tanto en la muestra comercial, como en la 
preparación en el laboratorio de iC3b, mostraron resultados idénticos (Fig. 4.1.7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
Estructura 
final 
Refinamiento a partir de un molde 
gaussiano 
Refinamiento a partir de un volumen 
RCT 
A 
 
 Molde                   
inicial 
Paso 1 
Paso X 
Paso Y 
Fig. 4.1.7 Reconstrucción 3D de iC3b utilizando un molde gaussiano como plantilla 
inicial. (A) El conjunto de datos de imágenes de iC3b se refinó utilizando un molde 
gaussiano como referencia inicial. (B) A pesar de carecer de un modelo inicial, tras unos 
pasos de refinamiento, la reconstrucción adquirió características estructurales muy 
similares a los observados cuando el conjunto de datos se refinó a partir de la estructura 
RCT. Adaptado de (Alcorlo M, et al., 2011). 
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Fig. 4.1.9 Cobertura angular de las imágenes en el set de datos de iC3b y resolución. 
(A) El ángulo de Euler de cada imagen está representado como una esfera roja, cuyo 
diámetro es proporcional al número de imágenes asignadas a cada orientación después de 
refinamiento angular. Las imágenes en el set de datos corresponden a un amplio rango de 
orientaciones a lo largo del eje longitudinal de la proteína. (B) La resolución de la 
estructura fue estimada a 24 Å empleando un coeficiente de correlación cruzada de 0,5. 
Adaptado de (Alcorlo M, et al., 2011). 
Fig. 4.1.8 ME de iC3b. Reconstrucción RCT de iC3b. (Izquierda) Media 2D libre de 
referencia de iC3b a 0° de inclinación obtenido a partir de clasificación con métodos de 
maximum-likelihood utilizando XMIPP (Sorzano CO, et al., 2004). Varias vistas de la 
estructura RCT (Derecha) obtenidas a partir de pares de imágenes correspondientes a la 
media mostrada a la izquierda. Adaptado de (Alcorlo M, et al., 2011). 
4.1.2  Estructura 3D de iC3b  
 
• Cambio de los dominios TED y CUB en C3, C3b e iC3b 
 
     Para corroborar la interpretación de las medias 2D, se procedió a reconstruir la 
estructura 3D de iC3b. Para ello, se refinaron los datos obtenidos utilizando como modelo 
inicial un volumen obtenido mediante la técnica de random conical tilt (RCT) como 
modelo inicial (Fig. 4.1.3). Para la reconstrucción se tomaron micrografías a 0 y 47 
grados de inclinación, coleccionando varios cientos de pares de partículas extraídas 
manualmente (Fig. 4.1.3 y Fig. 4.1.8).  
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Fig. S2. EM of iC3b. (A) Typical ﬁeld of iC3b is observed in the electron microscope, where several individual molecules have been boxed. (Scale bar: 100 nm.)
(B) Gallery of the particles selected in A. (C) Angular coverage of the images in the dataset. The Euler angle of each image is represented as a red sphere, using
XMIPP (4), whose diameter is proportional to the number of images assigned to each orientation after angular reﬁnement. The images in the dataset cor-
responded to a large range of orientations along the longitudinal axis of the protein. (D) Fourier shell correlation for the reconstruction of iC3b is shown. The
resolution of the structure was estimated at 24 Å using a cross-correlation coefﬁcient of 0.5. (E) Reference-free 2D averages of iC3b puriﬁed for this work.
These were identical to those obtained for the commercial preparation from Calbiochem (Fig. 1). (F) RCT reconstruction of iC3b. (Left) Reference-free 2D
average of iC3b at 0° tilt obtained after classiﬁcation with maximum-likelihood methods using XMIPP is shown (4). Several views of the RCT structure (Right)
obtained from the pairs of images corresponding to the average shown (Left). Despite the low resolution of the structure, the MG ring is clearly visible, as well
as density at the top of the ring.
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Fig. S2. EM of iC3b. (A) Typical ﬁeld of iC3b is observed in the electron microscope, where several individual molecules have been boxed. (Scale bar: 100 nm.)
(B) Gallery of the particles selected in A. (C) Angular coverage of the images in the dataset. The Euler angle of each image is represented as a red sphere, using
XMIPP (4), whose diameter is proportional to the number of images assigned to each orientation after angular reﬁnement. The images in the dataset cor-
responded to a large range of orientations along the longitudinal axis of the protein. (D) Fourier shell correlation for the reconstruction of iC3b is shown. The
resolution of the structure was estimated at 24 Å using a cross-correlation coefﬁcient of 0.5. (E) Reference-free 2D averages of iC3b puriﬁed for this work.
These were identical to those obtained for the commercial preparation from Calbiochem (Fig. 1). (F) RCT reconstruction of iC3b. (Left) Reference-free 2D
average of iC3b at 0° tilt obtained after classiﬁcation with maximum-likelihood methods using XMIPP is shown (4). Several views of the RCT structure (Right)
obtained from the pairs of images corresponding to the average shown (Left). Despite the low resolution of the structure, the MG ring is clearly visible, as well
as density at the top of the ring.
Alcorlo et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1106746108 4 of 9
A B 
Resultados!
57!
 
     Las medias obtenidas después del refinamiento angular fueron idénticas a las medias 
libres de referencia (Fig. 4.1.4.A y 4.1.4.B), corroborando la validez de la estructura 
refinada. Dado que se ha descrito por otros autores que el dominio TED presenta 
movilidad en torno al anillo MG, decidimos explicar si en nuestros datos podía coexistir 
otras conformaciones de iC3b compatibles con una mayor flexibilidad. Mediante métodos 
de maximum-likelihood se evaluó la potencial heterogeneidad conformacional de iC3b, lo 
cual revela, que todas las imágenes de iC3b recogidas correspondían a un conjunto muy 
parecido de conformaciones (Fig. 4.1.10). 
 
 
 
 
     La estructura de iC3b a una resolución de 24 Å fue analizada mediante ajuste 
computacional de las estructuras disponibles de C3 y de C3b con el mapa de densidad de 
ME (Fig. 4.1.9, B y Fig. 4.1.11). El anillo MG fue el detalle estructural más obvio, que a 
esta resolución era compatible con la estructura atómica descrita para C3b (Fig. 4.1.11, 
azul). 
Fig. S3. Analysis of the conformational heterogeneity in iC3b. The dataset was classiﬁed into three homogeneous subsets using 3D maximum-likelihood
classiﬁcation (7). A similar view of each of the three structures obtained after classiﬁcation is shown, and each structure is colored differently. The conformation
of the three structures obtained was found to be very similar at the level of the resolution of these studies.
Fig. S4. fB does not form a convertase with iC3b. It is well established that iC3b does not interact with fB; therefore, it cannot build a C3 convertase. These
ideas were challenged recently (1) by experiments showing that iC3b can assemble an active C3 convertase with a disease-associated fB mutant (D279G) that
presents increased afﬁnity for C3b. Because these data raised the possibility that the binding sites for fB in C3b are not fully disrupted in iC3b, we set up
experiments to replicate these fB mutant data with our highly puriﬁed C3b and iC3b preparations. C3b (A and C, 510 RU) and iC3b (B and D, 501 RU) were
immobilized on the chip surface, and recombinant fB (rfB)-WT (A and B) or rfB-D279G (C and D) was ﬂowed across at varying concentrations in the presence of
Mg2+ and fD [in 10 mM Hepes (pH 7.4) and 100 mM NaCl]. Convertase was formed efﬁciently on C3b. rfB-WT did not form convertase on iC3b (B), and minimal
binding of rfB-D279G to iC3b was only discerned at very high concentrations (D). Black dashed lines in C and D indicate binding of rfB-WT or rfB-D279G to C3b.
1. Roumenina LT, et al. (2009) Hyperfunctional C3 convertase leads to complement deposition on endothelial cells and contributes to atypical hemolytic uremic syndrome. Blood 114:
2837–2845.
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Fig. 4.1.10 Análisis de la heterogeneidad de iC3b. El set de datos fue clasificado en 
tres subconjuntos homogéneos utilizando clasificación 3D maximum-likelihood (Scheres 
SH, et al., 2007). Se muestra una vista similar de cada una de las tres estructuras 
obtenidas después de clasificación, coloreadas de manera diferente cada una.  
 
!58 
 
 
    !! !
 
 
 
 
 
     Durante el ajuste del anillo MG de C3 en la estructura de iC3b, este no encajaba de 
manera precisa al nivel de MG7 y MG8 (Fig. 4.1.12). Este resultado puso de manifiesto 
que los dominios MG7 y MG8 rotaban tras el corte de C3, exponiendo otras regiones que 
podrían interaccionar con ciertos inhibidores como CRIg (Sorzano CO, et al., 2004). De 
este modo, el anillo MG es distinto en C3 y C3b. En nuestros ensayos, la conformación 
del anillo en iC3b aparece más similar a la de C3b. Por lo tanto, el anillo MG en iC3b es 
estructuralmente más parecido a C3b, que el que presenta C3. 
 
 
 
iC3b collected corresponded to a single or to very closely related
conformations (Fig. S3).
The structure of iC3b at a resolution of 24 Å was analyzed by
computationally ﬁtting the available atomic structures of C3 and
C3b within the EM density (Fig. 2A). The MG ring was the most
obvious structural feature, which, at this resolution, was shown to
be virtually identical to the atomic structure described for C3b
(Fig. 2A, blue). Interestingly, the MG ring of C3 did not ﬁt the
structure of iC3b at the level of MG7 and MG8 (Fig. 2B). The
MG7 and MG8 domains rotate after cleavage of C3, exposing
regions that can interact with certain inhibitors, such as CRIg
(15). Thus, the MG ring in iC3b is structurally closer to C3b, from
which iC3b derives, than to C3. The C345C domain could be
easily identiﬁed at the top of the MG ring, but its precise orien-
tation could not be determined at this resolution level. We
slightly displaced this domain to accommodate it within the EM
density, because it is accepted that the orientation of this domain
varies widely in different structures (Fig. 2A, orange) (1). The
TED domain and the remnants of the CUB domain were located
at the top of iC3b, in the vicinity of C345C, because this EM
density in our iC3b structure was not accounted by the MG ring
and C345C domains. The precise positioning of the TED domain
and the remains of the CUB domain could only be hypothesized.
Modeling based on the computational ﬁtting of their atomic
structures within the EM density suggested that the TED domain,
which, in C3b, has moved away from the C345C domain, returns
to the proximity of C345C in iC3b (Fig. 2A, green). A density
between the putative location of the TED domain and the C-
terminal end of the MG7 domain could hold the remains of the
CUB domain (Fig. 2A, red).
Structure of iC3b in Solution Obtained by SAXS. We performed
SAXS experiments to determine the overall shape of the C3, C3b,
and iC3b molecules using homogeneously puriﬁed samples (Fig.
1A). Model-independent parameters calculated from the SAXS
data were coherent with theoretical values calculated from pub-
lished crystal structures of C3 and C3b (20, 21) and from the iC3b
EM structure (this study) (SIMaterials andMethods and Table S1).
The low-resolution SAXS analysis indicated that the three mole-
cules have well-deﬁned structures in solution and display limited
conformational ﬂexibility. The size of C3, C3b, and iC3b calcu-
lated from SAXS data gave a radius of gyration and longest di-
mension signiﬁcantly lower than would be expected for extensively
disordered species (SI Materials and Methods). The theoretical
scattering curves for known crystal structures were calculated and
compared with experimental data. The ﬁttings to the experimental
data were reasonable even when the structures were considered as
one rigid body (SI Materials and Methods). Pair distance distribu-
tion functions calculated from the SAXS data for C3 and C3b and
from the SAXS and EM structures of iC3b (Fig. 3A), as well as the
averaged ab initiomodels constructed for each of the samples (Fig.
3B), provide support for the notion that iC3b displays a confor-
mation signiﬁcantly closer to C3 than to C3b.
Fig. 2. 3D structure of iC3b obtained by 3D-EM. (A) 3D structure of iC3b shown as a gray transparent density. The atomic structure of the MG ring (blue) and
the C345C domains (orange) were obtained from the structure of C3b (PDB ID code 2I07) (21) and ﬁtted within the EM structure. The putative locations of the
TED domain and the remains of the CUB domain in the map have been colored in green and red, respectively. The primary sequence of iC3b chains is also
shown. (B) 3D structure of iC3b shown as a gray transparent density, where the MG rings of C3 (PDB ID code 2A73; blue) (20) and C3b (PDB ID code 2I07) (21)
have been ﬁtted. The structure of the MG ring in C3 does not ﬁt accurately into the iC3b structure, leaving regions of iC3b unoccupied (labeled as *).
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Fig. 4.1.11 Estructura de iC3b obtenida mediante ME-3D. Estructura 3D de iC3b 
m strada como na densidad gris transparente. La estructura atómica del anillo MG 
(azul) y el dominio C345c (naranja) se seleccionó de la estructura de C3b (código PDB 
ID 2I07) (Janssen BJ, et al., 2006) y se ajustó en la estructura de ME. Las 
localizaciones precisas del dominio TED y una parte del dominio CUB en el mapa han 
sido coloreadas en verde y rojo respectivamente. Se muestra también la secuencia 
primaria de las cadenas de iC3b. 
Cadena ! Cadena " 
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     El dominio C345c pudo ser fácilmente identificado en la parte superior del anillo MG, 
pero a este nivel de resolución no se pudo determinar su orientación precisa. Dado que en 
trabajos previos se ha descrito que la orientación del dominio C345c tiene cierta 
movilidad (Gross P, et al., 2008), desplazamos ligeramente este dominio para acomodarlo 
a la densidad electrónica del mapa obtenido en este trabajo (Fig. 4.1.13, naranja). El 
dominio TED y parte del dominio CUB fueron localizados en la parte de superior de 
iC3b, próximo a C345c, gracias a que esta densidad aparece como una masa 
independiente del anillo de MG y del dominio C345c. La resolución del volumen de ME, 
sin embargo, no permitió el posicionamiento exacto de los dominios TED y CUB de la 
estructura compacta de C3b. 
 
     El modelado basado en el ajuste computacional de las estructuras atómicas en la 
densidad de ME sugiere claramente que el dominio TED, que aparece desplazado en C3b 
Fig. 4.1.12 Estructura 3D 
de iC3b. Estructura 3D de 
iC3b mostrada como una 
densidad en gris 
transparente, donde se han 
ajustado los anillos MG de 
C3b (código PDB ID 2I07) 
(Janssen BJ, et al., 2006) 
(panel superior) y C3 (código 
PDB ID 2A73; azul) 
(Janssen BJ, et al., 2005) 
(panel inferior). El anillo MG 
de C3 presenta un peor ajuste 
en la estructura de iC3b, 
dejando zonas de densidad 
electrónica no cubiertas 
(marcadas como *). 
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y lejos del dominio C345c, se posiciona en iC3b en las proximidades de C345c (Fig. 
4.1.13, verde). Además, la densidad situada entre el dominio TED y el extremo C-
terminal del dominio MG7 podría contener el resto del dominio CUB (Fig. 4.1.13, rojo). 
 
4.1.3  Estructura de iC3b en solución, obtenida mediante SAXS 
 
     Con el objetivo de corroborar los resultados de microscopía electrónica, se llevó a 
cabo un experimento en solución, y en colaboración con el grupo de M. Cristina Vega del 
CIB-CSIC, se diseñaron experimentos de SAXS cuyo objetivo fue determinar el contorno 
de C3, C3b e iC3b utilizando muestras purificadas homogéneamente (Fig. 4.1.1, A). Los 
parámetros calculados de manera independiente a partir de los datos experimentales de 
SAXS fueron coherentes con los valores teóricos calculados para las estructuras atómicas 
de C3 y C3b publicadas (Janssen BJ, et al., 2005), (Janssen BJ, et al., 2006) y también 
estaban en consonancia con la estructura de ME de iC3b resuelta en este trabajo 
(Materiales y Métodos y Tabla 4.1). 
 
Muestras RG*, Å Dmax!, Å Masa molecular 
(SAXS), kDa 
SAXS C3 
C3b 
iC3b 
49.90 ± 0.04 
56.30 ± 0.06 
49.5 ± 0.1 
! 175 
! 197 
! 183 
! 181 
! 169 
! 164 
ME iC3b 48.0 ! 154 n.a. 
XRD C3 
C3b 
51.8 
54.8 
158 
172 
n.a. 
n.a. 
 
*RG Radio de giro para datos de SAXS y parámetros calculados de estructuras de ME, XRD y difracción de Rayos-X. 
! Dmax Media experimental de datos de SAXS y parámetros calculados a partir de estructuras de ME y XRD. 
 
 
 
     El análisis de baja resolución del SAXS indica que las tres moléculas en solución 
tienen estructuras bien definidas, y muestran una flexibilidad conformacional limitada. El 
tamaño de C3, C3b e iC3b calculado a partir de los datos de SAXS muestran un radio de 
giro y una dimensión de longitud significativamente más bajos de los que cabría esperar 
Tabla 4.1 Comparación de resultados entre las diferentes técnicas. Parámetros 
independientes al modelo obtenidos a partir de datos de SAXS y parámetros teóricos 
calculados a partir de ME y estructuras de difracción de Rayos-X. 
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para especies altamente ordenadas (Materiales y Métodos). Las curvas teóricas de 
dispersión para estructuras cristalinas conocidas, fueron calculadas y comparadas con los 
datos experimentales. El ajuste de los datos experimentales se comportó de manera más 
precisa, cuando las estructuras se consideraron como un cuerpo rígido. Las funciones de 
distribución entre pares de distancias calculadas de los datos de SAXS para C3 y C3b, y 
de SAXS y ME para iC3b (Fig. 4.1.13, A), así como los modelos promedio construidos 
ab initio para cada una de las muestras (Fig. 4.1.13, B), refuerzan la idea de que iC3b 
muestra una conformación significativamente más compacta que C3 y C3b.  !!
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.1.13 Estructura global de iC3b obtenida mediante SAXS. (A) Funciones P(r) 
para C3 (azul), C3b (verde), e iC3b (naranja) calculada a partir de los datos de SAXS. La 
función P(r) para la estructura de ME de iC3b (gris) fue calculada a partir de un modelo. 
Las funciones P(r) se encuentran normalizadas a la unidad. La intersección de cada 
función con el eje de abscisas de la media experimental genera el diámetro máximo.  
P(r), distribución de pares de distancias. (B) Vistas características de los modelos ab 
initio de C3, iC3b y C3b, siguiendo el mismo esquema de colores que en (A). 
A 
(ME) 
B A 
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Tabla 4.2. Caracterización de los mAbs de estudio. Se muestran los clones 
seleccionados en los que se definieron los fragmentos reconocidos por cada mAb mediante 
WB. Posteriormente, en experimentos de ME se localizaron cada uno de los dominios de 
C3b e iC3b que reconocían cada anticuerpo. 
4.2  Caracterización bioquímica y estructural de C3-16.4 
4.2.1  Generación de anticuerpos monoclonales frente a C3 
 
     En el grupo del Prof. Santiago Rodríguez de Córdoba (laboratorio de Patología 
Molecular y Genética del Complemento del CIB-CSIC) se diseñó una estrategia 
encaminada a identificar anticuerpos monoclonales (mAbs) que pudieran reconocer 
alguna de las regiones relevantes en diferentes fragmentos activados de C3. En este 
contexto, inmunizaron hembras de ratón C57BI/6 deficientes en C3 con una mezcla de 
fragmentos humanos C3b, iC3b y C3dg. Obtuvieron hibridomas que se prepararon 
siguiendo procedimientos estándar. Mediante esta estrategia se emplearon ratones 
deficientes en C3 para ayudar a la reactividad frente a fragmentos de C3 humanos, 
estrechamente relacionados con los mismos en ratón, y que, por lo tanto, son los más 
conservados evolutivamente. En una etapa posterior, seleccionaron los hibridomas en 
base a su capacidad de reconocimiento de los fragmentos de C3, empleando para ello 
una colección de proteínas purificadas (C3, C3b, iC3b, C3c y C3dg), ensayos de 
ELISA, y diluciones seriadas de los mAbs y metodologías estándar (explicado más 
detalladamente en Materiales y Métodos). Por último, se seleccionaron cuatro clones 
(C3-12.17, C3-42.3, C3-16.4 y C3-12.2) que reconocían diferentes fragmentos de C3 
(Tabla 4.2). 
 
mAbs Isotipo Reconocimiento de fragmento 
C3-16.4 IgG1 C3b, iC3b, C3c 
C3-12.17 IgG2a C3b, iC3b, C3c 
C3-42.3 IgG2a C3b, iC3b, C3c 
C3-12.2 IgG1 iC3b C3dg, C3d 
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     Una parte importante del trabajo realizado en esta tesis se centró en el uso de la 
microscopía electrónica (ME) para caracterizar los epítopos reconocidos por estos 
anticuerpos monoclonales (mAbs). Para ello, se determinó la estructura 3D de 
inmunocomplejos entre C3b, y el fragmento Fab de los mAbs. 
 
• Estructura de un anticuerpo monoclonal (mAb) 
  
     El primer paso para determinar la estructura de los inmunocomplejos de iC3 y C3b 
fue caracterizar la estructura del anticuerpo monoclonal. No obstante, para la generación 
de los inmunocomplejos empleamos tan solo la región de unión al antígeno, fragmento 
Fab, compuesto de una región constante y otra variable, de cada una de las cadenas 
pesada y ligera del anticuerpo, en este caso C3-12.2 (Fig. 4.2.1, A). La estructura 
globular del anticuerpo es de tamaño similar a C3 y genera estructuras más complicadas 
de analizar. Utilizar tan solo la parte Fab del mAb nos permitió una localización más 
precisa (Fig. 4.2.1, B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 !
Fig. 4.2.1 Arquitectura 3D de un anticuerpo monoclonal (mAb). (A) Medias 2D libres 
de referencia correspondientes a diferentes vistas frontales en forma de Y, que eran las 
vistas mayoritarias. (B) A la izquierda, representación de la estructura típica de un Ab. A 
la derecha, vista frontal de la estructura 3D del mAb C3-12.2 con la región constante Fc y 
las dos regiones Fab de 50 kDa, donde se aloja la región hipervariable específica para 
cada uno de los anticuerpos monoclonales empleados. Los fragmentos Fabs fueron 
empleados para generar los inmunocomplejos con iC3b y con C3b. 
A 
B 
"#$!
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Cadena ligera 
Cadena Pesada 
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4.2.2  Generación del fragmento Fab de C3-16.4 
 
    El fragmento Fab generado a partir de mAb C3-16.4 fue analizado mediante SDS-
PAGE, en condiciones reducidas y no reducidas, y tinción con azul de Coomassie (Fig. 
4.2.2, A). De esta manera se comprobó la pureza y estabilidad del Fab. Además, 
mediante WB y ELISA se caracterizó la reactividad de este fragmento, dado que un 
exceso en los tiempos de incubación en la columna de Ficina utilizada en la generación 
del fragmento Fab puede disminuir drásticamente la inmunorreactividad del Fab. Por 
otro lado, se generó iC3b a partir de C3b, y se purificó mediante cromatografía de 
exclusión molecular (Fig. 4.2.2, B).  
 
 
 
 
 
 !
4.2.3  Purificación del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4) 
 
     Para resolver la estructura 3D del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4) mediante 
ME se purificó el complejo mediante cromatografía de exclusión molecular. Para la 
formación de este inmunocomplejo se mezclaron 6 !g de iC3b a 0,2 !g/!l, generado 
tras el corte de C3b (Fig. 4.2.2, B), y 9 !g del fragmento Fab C3-16.4 purificado a una 
B 
A 
Fig. 4.2.2. Análisis del fragmento Fab 16.4 y purificación de iC3b. (A) Gel SDS-
PAGE y tinción con azul de Coomassie del fragmento Fab 16.4 purificado. (B) 
Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie del corte 
proteolítico de C3b para generar iC3b y fracciones correspondientes a la 
cromatografía de exclusión molecular utiliza para purificar iC3b. 
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Fig. 4.2.3 Purificación del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4). (A) Cromatogramas 
correspondientes a la filtración en gel de iC3b (en rojo), Fab-16.4 (en marrón), y de 
iC3b/Fab (C3-16.4) (azul). (B) Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con nitrato plata 
de las muestras utilizadas en (A) y de las fracciones de la cromatografía de iC3b/Fab (C3-
16.4). Se indica la fracción B10, utilizada en experimentos de ME.  
 
concentración de 0,9 !g/!l. Se incubó durante 30 minutos a 37 °C a una relación molar 
1:1,5 antes de inyectarlo en la columna Superdex 200 PC 3.2/30 (GE Healthcare).  
     El perfil de elución mostró un primer pico, de mayor masa molecular, donde se 
esperaría encontrar el inmunocomplejo (Fig. 4.2.3, A), en comparación con los perfiles 
de elución de las proteínas individuales. Las fracciones B10 y B9 que contenían el 
complejo fueron utilizadas para preparar rejillas de ME (Fig. 4.2.3, B). 
 
 
 
 
 
 
 !
B 
A 
ME 
  
fracciones 
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4.2.4  Microscopía Electrónica del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4) 
 
     El complejo iC3/Fab (C3-16.4) purificado mediante filtración en gel se analizó en el 
ME, se seleccionó una región homogénea, con una concentración y pureza óptima, para 
la adquisición de datos (Fig. 4.2.4, A). Se seleccionaron partículas individuales que 
fueron procesadas a nivel 2D mediante su clasificación, alineamiento y promediado 
utilizando los paquetes informáticos EMAN (Ludtke SJ, 2010) y EMAN2 (Tang G, et 
al., 2007) (Fig. 4.2.4, B y C). En el análisis 2D de las imágenes se apreciaba con 
claridad la interacción del Fab con la molécula de iC3b, así como su localización (Fig. 
4.2.4, D). 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Proy       Medias 
    
A B 
C 
Fig. 4.2.4 ME del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4). (A) Micrografía el complejo 
iC3b/Fab (C3-16.4) analizada mediante tinción. Barra de escala, 50 mm. (B) Selección de 
partículas individuales del complejo. (C) Medias 2D libres de referencia. (D) Medias y 
proyecciones asociadas correspondientes a la estructura 3D reconstruida para el 
inmunocomplejo.  
D 
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4.2.5  Estructura 3D del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4) 
 
     Para reconstruir la estructura del complejo iC3b/Fab (C3-16.4), los datos 
experimentales fueron refinados utilizando diferentes modelos 3D iniciales. Se refinó de 
manera independiente: un modelo inicial generado con el programa EMAN2 (Tang G, 
et al., 2007) a partir de las medias 2D libres de referencia, el volumen correspondiente a 
la estructura de iC3b previamente descrito, y por último un mapa generado tras filtrar a 
baja resolución una estructura atómica de iC3b unido a un fragmento Fab (Harris LJ, et 
al., 1997) (Fig. 4.2.5, A). Cada uno de los pasos del refinamiento se realizó de manera 
supervisada, y tras analizar el procesamiento completo se seleccionó aquel volumen 
inicial que presentaba una mejor evolución y en el que la estructura atómica de iC3b se 
ajustara bien. Asimismo, las clases se debían asociar convenientemente a las 
proyecciones del modelo 3D.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.2.5. Estrategias de procesamiento del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4). (A) 
Modelos iniciales utilizados en el refinamiento: modelo inicial obtenido en EMAN2 
(Tang G, et al., 2007) (1), estructura de ME de iC3b (2), estructura atómica de iC3b 
unido a Fab y filtrada a baja resolución (3 y 4). (B) La estrategia final consistió en una 
combinación de los volúmenes iniciales 1 y 4 (modelo a partir de molde Gaussiano y PDB 
de C3 con el Fab. 
A 
B 
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     En vista de los volúmenes obtenidos tras el refinamiento de cada uno de los modelos 
iniciales, y con el objetivo de obtener un modelo más completo, se utilizó una estrategia 
en la que se combinaron dos de los modelos iniciales, suma del modelo inicial obtenido 
en EMAN2 con el PDB de iC3b (Fig. 4.2.5, B). El modelo suma de estos dos, se utilizó 
nuevamente para llevar a cabo el refinamiento con los datos experimentales. Tras varias 
rondas de refinamiento se llegó a una estructura final a 30 Å (Fig. 4.2.6). Mediante el 
ajuste de la estructura atómica del anillo MG en el mapa de densidad electrónica 
obtenido, pudimos precisar con mayor detalle la zona de unión del Fab, situada en torno 
a la región comprendida en MG2-MG6 que corresponde a la parte gruesa del anillo de 
MG. 
 
 
 
 
 
• Validación de la estructura de iC3b/Fab (C3-16.4) 
 
     La validación de la estructura 3D se realizó utilizando el paquete informático XMIPP 
(Sorzano C.O, et al., 2004), mediante el cual se representó la cobertura angular del 
conjunto de imágenes experimentales que conforman la estructura obtenida, la cual era 
suficientemente amplia (Fig. 4.2.7-A). La resolución de la estructura se realizó 
mediante correlación de capas de Fourier, utilizando el valor de FSC=0,5 que indicaba 
una resolución de 30 Å (Fig. 4.2.7-B). 
 
Fig. 4.2.6 Estructura del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4). A la derecha, vista 
cenital de la estructura del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16.4). En el centro, vista 
frontal, y a la izquierda vista especular de la misma. En cada una de las vistas se 
representa la estructura atómica del anillo MG de iC3b ajustada en los mapas de ME (en 
azul) y la estructura atómica de un fragmento Fab encajada en la densidad electrónica 
correspondiente (en magenta). 
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     Las estructuras atómicas del anillo MG de C3 (código PDB 2A73) (Janssen BJ, et 
al., 2005) y C3b (código PDB 2I07) (Janssen BJ, et al., 2006) se ajustaron a la densidad 
electrónica, mostrando un coeficiente de correlación cruzada >0.8 que aportaba mayor 
validez al modelo obtenido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.6  Estructura 3D del inmunocomplejo C3b/Fab (C3-16.4) 
 
     Siguiendo una estrategia similar a la utilizada para reconstruir la estructura 3D del 
inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-16-04), se mapeó el sitio de unión del anticuerpo C3-
16.4 a las moléculas C3b. En esta tesis no incluimos los resultados de la microscopía ni 
la caracterización 2D, mostrándose únicamente la estructura 3D resuelta de los 
complejos formados entre C3b y el fragmento Fab de C3-16.4. 
 
La estructura 3D del inmunocomplejo con C3b nos sirvió de gran ayuda para 
compararla con el inmunocomplejo de iC3b y el Fab de C3-16.4 (Fig. 4.2.8, A-B). 
Comparando ambas estructuras pudimos demostrar con mayor claridad que el Fab C3-
16.4 reconoce una región en la parte gruesa del anillo MG, en torno a los dominios 
MG2 y MG6, y que en C3b aparece proyectada hacia el frente de la molécula (Fig. 
4.2.8, A). 
Fig. 4.2.7 Validación y resolución de la estructura del inmunocomplejo iC3b/Fab 
(C3-16.4). (A) Conjunto de proyecciones de los datos experimentales que conforman el 
modelo 3D. El ángulo de Euler de cada imagen se representa como una esfera roja de 
tamaño proporcional al número de imágenes asignadas a cada orientación tras el 
refinamiento angular (B) Representación gráfico del valor FSC. Se indica la resolución de 
la estructura del inmunocomplejo a 30 Å siguiendo el criterio de FSC=0.5. 
A B 
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Fig. 4.2.8 Estructura de inmunocomplejos de C3-16.4. (A) Arriba, medias 2D 
representativas obtenidas tras promediar varios cientos de imágenes de ME de complejos 
de C3b y C3-16.4. La localización del Fab se indica mediante una elipse de líneas 
discontinuas blancas. Abajo, dos vistas de la estructura a media resolución de la estructura 
del complejo C3b/Fab mostrado como densidad blanca transparente. Las estructuras 
fueron interpretadas tras el ajuste de las estructuras cristalinas de C3b (PDB 2I07) 
(Janssen BJ, et al., 2006) y una estructura representativa de un Fab (PDB 1IGT) (Harris 
LJ, et al., 1997). (B) Media representativa (arriba), y estructura 3D (abajo) de Fab (C3-
16.4) unido a iC3b. La localización del Fab se indica mediante una elipse de líneas 
discontinuas blancas. En la estructura de iC3b, también se localiza la unión del Fab (C3-
16.4) en la parte gruesa del anillo MG, en torno a los dominios MG2 y MG6. 
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4.3 Caracterización bioquímica y estructural C3-12.17 
4.3.1  Purificación del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17) 
 
     El primer paso para formar el inmunocomplejo fue generar el fragmento Fab, 
purificarlo mediante cromatografía, y comprobar su inmunorreactividad mediante 
ELISA y WB.  
     Para resolver la estructura 3D del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17) mediante 
ME se purificó el complejo utilizando una columna de cromatografía de exclusión 
molecular Superdex 200 PC 3.2/30 (GE Healthcare). Previamente, efectuamos las 
carreras de cada proteína por separado en el HPLC para tener el patrón de elución de 
cada una de ellas. Para la formación de este inmunocomplejo se utilizó una muestra de 
iC3b comercial (Calbiochem) de 1,14 !g/!l, y el fragmento Fab purificado a una 
concentración de 0,5 !g/!l, que se incubó durante 30 minutos a 37 °C en una relación 
molar de 1:1,5 antes de inyectarlo en la columna. El perfil de elución muestra un primer 
pico en donde está contenido el inmunocomplejo, que se recoge en su mayoría en las 
fracciones B10 y B9 (Fig. 4.3.1). Estas fracciones fueron posteriormente utilizadas en 
los experimentos de ME. La formación del complejo fue deducida por la aparición de 
un nuevo máximo de absorbancia que eluía de la columna en un volumen 
correspondiente a una especie de mayor masa molecular, en comparación con la elución 
de las proteínas individualmente y también con estándares de calibración. 
!"#!!
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.2  Microscopía Electrónica del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-
12.17) 
 
     El complejo formado por iC3b y el fragmento Fab (C3-12.17) purificado mediante 
cromatografía de exclusión molecular fue analizado en el ME (Fig. 4.3.2, A). Se 
tomaron varias tandas de micrografías aplicando condiciones de mínima dosis, y se 
seleccionaron en torno a 30000 partículas individuales con el paquete de procesamiento 
de imagen EMAN2 (Tang G, et al., 2007) de manera semiautomática (Fig. 4.3.2, B). 
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Fig. 4.3.1 Purificación del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17). (A) Cromatografía de 
exclusión molecular de iC3b (curva en rojo), el Fab-12.17 (en marrón), y de la mezcla 
iC3b/Fab (C3-12.17) (en azul). (B) Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con nitrato de 
plata de las fracciones correspondientes a la cromatografía de iC3b/Fab (C3-12.17) en (A). 
Se señala la fracción B10, utilizada en los ensayos de ME. 
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     La clasificación de las imágenes de partículas individuales del inmunocomplejo se 
realizó mediante el paquete de procesamiento de imagen EMAN (Ludtke, et al., 1999), 
y EMAN2 (Tang G, et al., 2007). Se seleccionaron un total de 100 medias 2D libres de 
referencia que se utilizaron para generar un volumen preliminar. A estas medias le 
incorporamos algunas medias procedentes de datos inclinados, sobre todo aquellas que 
contenían mayor información de la parte de la cabeza (TED). Con esta estrategia se 
pudo ver con claridad la unión y localización del Fab en iC3b (Fig. 4.3.2, B y C). 
4.3.3  Estructura 3D del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17) 
 
     Como punto de partida para la reconstrucción de la estructura del complejo iC3b/Fab 
(C3-12.17) seleccionamos uno de los modelos iniciales generados en EMAN2 (Tang G, 
et al., 2007), el cual presentaba un buen ajuste a la estructura atómica de iC3b, y en el 
 C 
Fig. 4.3.2 ME del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17). (A) Panel Izquierdo: 
Micrografía típica obtenida para la muestra iC3b/Fab (C3-12.17). Se señalan algunas 
moléculas en círculos rojos. Barra de escala, 50 nm. En el panel derecho se muestran 
partículas individuales. (B) Medias 2D libres de referencia. Se aprecia con detalle la unión 
del Fab. (C) Proyección (izquierda) del volumen final obtenido y media de las partículas 
asociadas (derecha). 
A 
B 
A 
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Fig. 4.3.4 Estructura del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17). A la izquierda, vista 
cenital de la estructura en el centro del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17). A la 
derecha, la misma estructura rotando 180º. Se representa la estructura atómica de los 
dominios MG de iC3b ajustada en el mapa de ME. La región correspondiente al módulo 
TED-CUB se representa en la parte superior, si bien no se realizó un ajuste atómico de la 
estructura, por si pudiera presentar conformaciones adicionales a la aquí representada. 
cual las medias, se asociaban convenientemente a las proyecciones. Además, se testaron 
diferentes estrategias de refinamiento, utilizando modelos iniciales generados colocando 
la densidad del Fab en diferentes posiciones de iC3b, y se estudió la consistencia de la 
estructura tras varias rondas de procesamiento (Fig. 4.3.3). Tras varias rondas de 
refinamiento, se seleccionó el modelo en el que mejor se ajustaban las estructuras 
atómicas a la densidad electrónica, obteniendo la estructura del inmunocomplejo 
iC3b/Fab (C3-12.17) a 29 Å (Fig. 4.3.4). 
 
 
 
 
 
 
     Mediante el ajuste de la estructura atómica del anillo MG en el mapa de densidad 
electrónica del complejo, se localizó la región de unión del fragmento Fab, situada 
próxima a los dominios MG3 y MG4, que corresponden a la parte fina del anillo, en el 
lado opuesto al sitio que mapea el Fab C3-16.4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.3.3 Estrategias de procesamiento del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.17). A la 
izquierda, uno de los volúmenes iniciales empleados para iC3b/Fab (C3-12.17). A la 
derecha, la estructura tras 6 pasos de refinamiento muestra un buen ajuste. 
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• Validación de la estructura de iC3b/Fab (C3-12.17) 
     De nuevo, se validó la estructura de ME obtenida para el inmunocomplejo utilizando 
el paquete de procesamiento XMIPP (Sorzano CO, et al., 2004), comprobando una 
adecuada cobertura angular del conjunto de imágenes que conforman la estructura (Fig. 
4.3.5, A). La resolución de la estructura se realizó mediante correlación de capas de 
Fourier, utilizando el valor de FSC= 0,5, para obtener un valor de 29 Å (Fig. 4.3.5, B). 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.4  Estructura 3D del inmunocomplejo C3b/Fab (C3-12.17) 
 
     Para comprender con mayor detalle la base molecular de cómo el anticuerpo C3-
12.17 inhibe el proceso de activación de C3, mapeamos el sitio de interacción de dicho 
anticuerpo sobre la molécula de C3b en lugar de iC3b. Siguiendo un protocolo similar al 
utilizado en el caso de iC3b/Fab (C3-12.17), la mezcla de C3b con un exceso molar del 
fragmento Fab fue purificada mediante cromatografía de exclusión molecular, y las 
fracciones correspondientes al inmunocomplejo se analizaron en el microscopio 
electrónico. Tras la toma de datos, se realizó el procesamiento 2D de las partículas 
individuales del complejo, observando claramente en las medias libres de referencia el 
fragmento Fab unido al anillo MG de C3b, aunque la posición en este caso era 
ligeramente diferente para C3-12.17 (Fig. 4.3.6, A) que la resuelta para C3-16.4 (Fig. 
4.2.8), casi opuesta en el anillo MG. 
Fig. 4.3.5 Validación y resolución de la estructura del inmunocomplejo iC3b/Fab 
(C3-12.17). (A) Distribución angular de los datos experimentales sobre el mapa de ME 
obtenido. El ángulo de Euler de cada imagen se representa como una esfera roja de 
tamaño proporcional al número de imágenes asignadas a cada orientación tras el 
refinamiento angular. (B) Gráfica de representación de la resolución de la estructura del 
inmunocomplejo a 29 Å, tomando 0,5 como valor de FSC. 
A B 
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Fig. 4.3.6 Medias 2D y estructura 3D del inmunocomplejo C3-12.17. (A) Medias 2D 
representativas del complejo formado por C3b y el fragmento Fab C3-12.17. (B) Dos 
vistas representativas de la estructura a media resolución de los complejos C3b/Fab (C3-
12.17). El mapa de densidad electrónica se muestra en blanco. Las estructuras fueron 
interpretadas tras ajustar las estructuras de cristalografía de C3b (PDB 2I07) (Janssen 
BJ, et al., 2006) y de un Fab (PDB 1IGT) (Harris LJ, et al., 1997) representativo. El 
anillo MG se presenta coloreado en azul, el dominio TED en verde, C345C en naranja, y 
el Fab en rojo. 
 
     La localización precisa del Fab en cada uno de los complejos C3b-Fab fue definida 
con mayor exactitud resolviendo la estructura 3D de los complejos a 30 Å de 
resolución, utilizando imágenes de partícula individual de los inmunocomplejos como 
punto de partida para el refinamiento 3D (Fig. 4.3.6, B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Para interpretar la estructura 3D obtenida, realizamos el ajuste de las estructuras 
atómicas del anillo MG de C3b y de un Fab en la densidad electrónica del modelo. 
Estos experimentos indicaban que el anticuerpo C3-12.17 reconoce una región próxima 
a los dominios MG3 y MG4. Al comparar esta interacción con la de C3-12.17 con iC3b, 
observamos que el anticuerpo reconocía la misma región en C3b e iC3b (Fig. 4.3.7). 
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4.3.5  Estructura 3D del inmunocomplejo C3b/Fab(C3-42.3) 
 
     En el contexto de la caracterización estructural de los inmunocomplejos de C3-
12.17, se estudió la interacción de un anticuerpo con una localización que mapeaba en 
una región muy parecida a la encontrada para C3-12.17. Siguiendo el mismo 
procedimiento descrito en los casos anteriores, se obtuvieron imágenes de ME del 
complejo entre C3b y el fragmento Fab (C3-42.3). En el procesamiento 2D y en la 
estructura 3D obtenida a media resolución, comprobamos la zona de interacción del 
mAb en la molécula de C3b (Fig. 4.3.8). 
 
Para interpretar la estructura 3D obtenida mediante ME, realizamos el ajuste de las 
estructuras atómicas del anillo MG de C3b y de un Fab representativo en la densidad 
electrónica del complejo. Estas estructuras 3D revelaron que C3-12.17 y C3-43.2 
reconocían dos posiciones próximas, aunque ligeramente distintas en el anillo MG, y en 
ambos casos, el fragmento Fab del mAb se proyectaba hacia la parte externa del anillo. 
En el caso de C3-42.3, la región de interacción con C3b se localizó en la proximidad de 
Fig. 4.3.7 Imagen representativa 2D (arriba) y estructura 3D (abajo) del fragmento 
Fab C3-12.17 unido a iC3b. La localización del Fab aparece marcada con un circulo de 
línea discontinua blanca. En la estructura 3D, iC3b aparece en la conformación descrita en 
Alcorlo (Alcorlo M, et al., 2011), y se ajustó solamente la estructura atómica del anillo 
MG (en azul) y de un Fab (PDB 1IGT) (en rojo). 
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los dominios MG4 y MG5. Estos sitios de interacción de C3-12.17 y C3-42.3 coinciden 
en la especificidad de unión, tanto en C3b, iC3b y C3c. Los fragmentos contienen los 
epítopos diana en el anillo MG (Tabla 4.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4 Caracterización bioquímica y estructural de C3-12.2 
4.4.1  Purificación del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.2) 
 
     El primer paso para caracterizar la interacción entre iC3b y el anticuerpo C3-12.2 fue 
la generación del fragmento Fab, su purificación mediante cromatografía de exclusión 
molecular, y la comprobación de su inmunorreactividad mediante ELISA y WB. Para la 
formación del inmunocomplejo se utilizó una muestra de iC3b comercial (Calbiochem), 
10 !g a 1,14 !g/!l, y el fragmento Fab, 12 !g purificado a una concentración de 0,25 
!g/!l. La mezcla de ambos  se incubó durante 30 minutos a 37 °C, a una relación molar 
de 1:3 antes de inyectarlo en la columna de exclusión molecular Superdex 200 PC 
3.2/30 (GE Healthcare). El perfil de elución mostró un primer máximo de absorbancia 
que contenía el inmunocomplejo, tras su análisis mediante SDS-PAGE y tinción con 
$%&'()
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Fig. 4.3.8 Arquitectura del inmunocomplejo C3b/Fab (C3-42.3). (A) Medias 2D libres 
de referencia representativas del complejo. (B) Dos vistas representativas de la estructura 
3D de los complejos C3b/Fab (C3-42.3). Los modelos de ME fueron interpretados tras 
ajustar las estructuras atómicas de C3b (PDB 2I07) y de un Fab representativo (PDB 
1IGT). Se utiliza el mismo patrón de color que el seguido para el inmunocomplejo C3-
12.17. 
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nitrato de plata (Fig. 4.4.1). Las fracciones en las que eluía el complejo (B10 y B9) 
fueron utilizadas posteriormente para la preparación de rejillas de ME.  
      
 
 
 
 
 
A 
B 
Fig. 4.4.1 Purificación del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.2). (A) Perfil de elución 
correspondiente a la cromatografía de exclusión molecular. El primer pico de elución 
corresponde al complejo iC3b/Fab (C3-12.2). Se indica también el pico correspondiente al 
exceso de fragmento Fab libre. (B) Gel SDS-PAGE y tinción con nitrato de plata de las 
fracciones del cromatograma en (A). Se indica la fracción B10, utilizada en los ensayos de 
ME.  
      ME 
 HPLC iC3b/Fab (C3-16.4) 
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4.4.2  ME del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.2) 
 
     Utilizando la fracción obtenida en la cromatografía de exclusión molecular que 
contenía el complejo iC3b/Fab (C3-12.2) se prepararon rejillas de microscopía 
electrónica, testando diferentes concentraciones de la muestra para establecer una 
dilución adecuada. Tras la exploración en el ME, se seleccionó una región homogénea, 
con una concentración y pureza óptima (Fig. 4.4.2, A), de la que se obtuvieron 
imágenes. Un total de 32808 partículas del complejo fueron extraídas y refinadas 
utilizando diferentes estrategias.  
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B 
Fig. 4.4.2 ME del inmunocomplejo iC3b/Fab (C3-12.2). (A) Campo de ME del 
complejo de iC3b/Fab (C3-12.2). (B) Medias 2D libres de referencia del 
inmunocomplejo. La posición del dominio TED, al que se une el Fab-12.2, se indica 
mediante una flecha. (C) Imagen media típica, donde se indican los dominios de iC3b y 
la región de unión del anticuerpo monoclonal. 
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     Las medias 2D obtenidas sugerían que el Fab interaccionaba con el dominio TED, 
pero este, al ser móvil, y tener la capacidad de ocupar diferentes posiciones alrededor de 
la estructura, sólo se pudo concluir que el fragmento Fab aparecía en posiciones 
distantes del anillo MG, haciendo difícil obtener un modelo 3D. Para generar medias 2D 
estructuralmente más homogéneas empleamos un algoritmo implementado en el 
paquete XMIPP (Sorzano CO, et al., 2004), KenDerSom (del inglés, Kernel Probability 
Density Estimator Self-Organizing Map). Se hizo una selección de las mejores clases 
obtenidas con el comando CL2D (XMIPP3) (Sorzano CO, et al., 2009), y por otra parte 
con el comando ML2D (en XMIPP 2.4) (Scheres, et al., 2005). Las partículas 
contenidas en estas medias se volvieron a clasificar con el algoritmo KenDerSom, que 
generó un mapa auto-organizativo donde las partículas se organizaron en clases más 
homogéneas. De esta manera se obtuvo una mayor definición de la región del fragmento 
Fab en el inmunocomplejo (Fig. 4.4.2 y 4.4.3).!! !!!!
 
 
 
 
 
 C 
B 
A 
Fig. 4.4.3 Medias 2D de iC3b/Fab (C3-12.2) a partir de KenderSom. (A) Medias de las 
imágenes asignadas en cada mapa auto-organizativo generado para una de las medias 
donde el inmunocomplejo. (B) Selección de imágenes que conforman la media 2D del 
inmunocomplejo entre iC3b y el Fab de C3-12.2. (C) Imagen media 2D representativa del 
complejo iC3b-Fab tras la clasificación KerDenSom. 
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Imagen de un Fab 
(C3-12.2)/C3dg 
A 
 
B 
4.4.3  Estructura de inmunocomplejos C3-12.2 
 
     Para confirmar que la razón de la heterogeneidad encontrada en las medias libres de 
referencia del complejo iC3b/Fab (C3-12.2) se debía a que el Fab reconoce el dominio 
móvil TED, se incubó C3dg, fragmento de C3b formado básicamente por el dominio 
TED, con el fragmento Fab (C3-12.2), y el complejo se analizó mediante (Fig. 4.4.4). 
Los datos obtenidos se compararon con las imágenes obtenidas con las proteínas 
individuales. Estos análisis demostraron la formación de los complejos iC3b-Fab y 
C3dg-Fab, confirmando la localización del sitio de interacción del anticuerpo C3-12.2 
en el dominio TED de iC3b (Fig. 4.4.2 y Fig. 4.4.3)$ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Para completar la caracterización de los anticuerpos de estudio en este trabajo, en el 
grupo del Prof. Santiago Rodríguez de Córdoba se llevaron a cabo experimentos in 
vitro, de ELISA y WB fundamentalmente, en los que se testaron diferentes 
combinaciones de los anticuerpos para determinar su capacidad de reconocimiento de 
distintos derivados de C3 (C3b, iC3by C3dg). Estos ensayos se discuten brevemente en 
esta tesis, aunque no se describen detalladamente. 
    Estos experimentos concluyeron claramente que el anticuerpo C3-12.2 era el único de 
los cuatro mAbs estudiados que no reconocía C3b en ensayos ELISA. El anticuerpo 
reaccionó frente a la cadena !´65 de iC3b y a los fragmentos que resultan del corte de 
 
 Anillo MG 
Fig. 4.4.4 Imagen 2D del complejo C3dg/Fab (C3-12.2). (A) Imagen media 2D 
representativa del complejo C3dg-Fab (C3-12.2), donde se señalan cada uno de los 
componentes (Fab y C3dg). (B) Media 2D representativa del inmunocomplejo entre el 
fragmento Fab (C3-12.2) e iC3b. La posición de los distintos dominios fue determinada 
mediante comparación con las estructuras previamente descritas de nuestro grupo.  
. 
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Tabla 4.3. Caracterización funcional de los cuatro mAbs. Se determinaron los 
fragmentos reconocidos por cada mAb, y la ME se utilizó para mapear el dominio en 
C3b/iC3b reconocido por el fragmento Fab de cada mAb. Las constantes de unión (KD), 
de asociación (Ka) y disociación (Kd) para C3b (en el caso de C3-16-4, C3-12.17 y C3-
42.3) y para iC3b, en el caso de C3-12.2, fueron determinadas utilizando SPR. 
 
iC3b, C3dg y C3d (Tabla 4.3). Además, se comprobó que el anticuerpo no 
interaccionaba con C3c, confirmando que C3-12.2 no reconoce ninguna región del 
anillo MG. Los experimentos de WB demostraron la unión del mAb C3-12.2 a C3d 
(Fig. 4.4.5). C3-12.2 reconoce un epítopo presente en C3d, lo que ayudó a localizar de 
manera más precisa el epítopo reconocido por el anticuerpo en una región del fragmento 
C3d que solo se expone cuando C3b se corta a iC3b mediante fI. 
 
 
 
 
 
 
4.4.4  Resumen de los epítopos reconocidos por los anticuerpos de C3 
 
     Los resultados de los estudios estructurales realizados mediante ME y combinados 
con ensayos de Resonancia de Plasmón Superficial (SPR) y Western Blot (WB), 
aparecen recopilados en la Tabla 4.3. Los cuatro clones seleccionados (C3-12.17, C3-
42.3, C3-16.4 y C3-12.2) reconocen diferentes fragmentos de C3. C3-12.17, C3-16.4, y 
C3-42.3 reconocen C3b, iC3b y C3c. Por otra parte, C3-12.2 reconoce iC3b, C3dg y 
C3d.  
 
 
 
 
 
 
 
mAbs Reconocimiento de fragmento 
Reconocimiento 
de dominio 
KD 
(M) 
Ka 
(M-1*s-1) 
Kd 
(s-1) 
C3-16.4 C3b, iC3b, C3c MG2, MG6 1,2 nM 3,7*104 4,4*10-5 
C3-12.17 C3b, iC3b, C3c MG3, MG4 63 nM 7,8*104 5*10-5 
C3-42.3 C3b, iC3b, C3c MG4, MG5 0,73 nM _ _ 
C3-12.2 iC3b, C3dg, C3d CUB-TED 95 nM 2,2*104 2*10-5 
Fig. 4.4.5 Detección de fragmentos de C3 en WB por 
el anticuerpo C3-12.2. C3-12.2 reconoce 
específicamente la cadena ?´65 de iC3b y el fragmento 
C3dg en condiciones reducidas, y más específicamente 
un epítopo presente en C3d. 
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     Uno de los objetivos principales de esta tesis doctoral fue la determinación de la 
estructura 3D de iC3b, que en ese momento no se conocía en detalle. El conocimiento 
de la arquitectura de esta molécula permite comprender cómo se produce el corte 
proteolítico sobre C3b para generar iC3b, uno de los pasos más importantes en la vía 
alternativa de activación del complemento. En estudios previos a través de técnicas 
espectroscópicas, se había descrito que la formación de iC3b estaba acompañada de un 
cambio conformacional y sugería una reversión del paso de C3 a C3b. Aunque en 
contraste con estos datos, mediante microscopía electrónica se ha podido observar que 
el dominio TED, que contiene el grupo tioéster, no tiene una orientación precisa 
alrededor del fragmento C3c, lo que genera interesantes cuestiones acerca de la base 
estructural de muchas de las respuestas inmunológicas mediadas por iC3b. 
5.1  Estructura de iC3b 
5.1.1  Estructura de iC3b por ME-3D 
 
    Hasta hace poco tiempo la estructura 3D de la molécula de iC3b se ha mantenido 
poco clara, dificultando la comprensión del conjunto de reordenamientos estructurales 
del cambio de C3b a iC3b. Hace ya más de 25 años, utilizando técnicas 
espectroscópicas, se describió que la generación de iC3b venía acompañada de un 
cambio conformacional y en ese trabajo se sugirió una reversión del cambio visto en la 
conversión original de C3 a C3b (Isenman DE, 1983). En contraste, datos recientes de 
ME han mostrado que el dominio que contiene el tioéster (TED) en iC3b se estructura 
como una región sin una orientación concreta alrededor del anillo MG (Gros P, et al., 
2008), (Nishida N, et al., 2006), lo cual genera interesantes cuestiones acerca de las 
bases estructurales de muchas de las respuestas inmunológicas en las que media iC3b. 
(Gros P, et al., 2008), (Chen X, et al., 2010), (Ehlers MR, 2000).  
 
     Varios estudios previos han ido estableciendo una completa y detallada vista 
estructural de la complejidad de la activación y regulación de la vía alternativa (AP) del 
complemento, que ilustra cómo estos procesos se producen a través de grandes reajustes 
estructurales (Gros P, et al., 2008), (Rodríguez de Córdoba S, et al., 2011), (Forneris F, 
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et al., 2010), (Janssen BJ, et al., 2009), (Rooijakkers SH, et al., 2009), (Torreira E, et 
al., 2009), (Wiesmann C, et al., 2006), (Janssen BJ, et al., 2006), (Torreira E, et al., 
2009), (Wu J, et al., 2009) (Fig. 5.1).  
     C3 es una proteína globular de 180 (kDa) cuya estructura resulta de un ajuste 
combinado de varios dominios: un núcleo de 8 dominios MG homólogos formando un 
anillo, un dominio TED que contiene un tioéster reactivo que conecta con el núcleo de 
MG a través de un dominio CUB, el dominio C345c que participa en la interacción con 
fB y el dominio anafilotoxina N-terminal (Gros P, et al., 2008), (Rodríguez de Córdoba 
S, et al., 2011). La activación de C3 para generar C3b es el paso central y más 
importante en la activación del complemento, que se caracteriza por un gran 
desplazamiento conformacional del dominio TED que expone un grupo tioéster reactivo 
que se encuentra protegido en C3 nativo (Wiesmann C, et al., 2006), (Janssen BJ, et al., 
2006). Asimismo, estos reajustes conformacionales generan sitios de unión para un 
conjunto de moléculas como el componente fB de la convertasa de AP (Rooijakkers 
SH, et al., 2009), (Torreira E, et al., 2009), y los reguladores del complemento fH, 
DAF, MCP y CR1 (Gros P, et al., 2008), (Wu J, et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
     En esta tesis describimos un reajuste conformacional que tiene como resultado la 
inactivación de C3b, eliminando de este modo las funciones efectoras que caracterizan a 
esta molécula. Mediante EM y SAXS demostramos que el corte de C3b a iC3b genera 
una única conformación, distinta de C3 y C3b. La conformación global de iC3b es 
Discussion
Recent studies have provided a detailed structural view of the
complexity of the activation and regulation of the complement
AP, illustrating how these processes are driven by large structural
rearrangements (1–6, 15, 21–23) (Fig. 4).
C3 is a large protein (180 kDa), whose structure results from an
intricate arrangement of several domains: a core of 8 homologous
MG domains forming a ring, a TED domain that contains a re-
active thioester and connects to the MG core through a CUB
domain, the C345C domain that participates in the interaction
with fB, and the N-terminal anaphylotoxin domain (1, 2). Acti-
vation of C3 triggers the effector functions of complement, which
results in inﬂammation and initiates the lytic pathway. Activation
of C3 is characterized by a huge conformational displacement of
the TED domain that exposes a reactive thioester group shielded
in native C3 (15, 21). In addition, this conformational rearrange-
ment generates binding sites for a number of molecules like the
AP convertase component fB 5, 6) and the complement regu-
lators fH, DAF, MCP, and CR1 (1, 23).
Here, we describe a conformational rearrangement that
results in the inactivation of C3b, removing the effector functions
that characterize this molecule. Using EM and SAXS, we em-
onstrate that cleavage of C3b into iC3b generates a unique
conformation, distinct from that of C3 and C3b. The overall
co for ation of th MG ring in iC3b is similar t that in C3b,
and the TED domain and the remnants of the CUB domain have
moved to positions more similar to, although different from,
those occupied by these domains in C3 (Fig. 4). These ﬁndings
substantiate very early work b sed on spectral changes th t
suggested a large conformational change in iC3b partially
reverting to a conformation similar to C3 (16). It is important to
re ember that the TED domai is locked in osition on surfaces
through the thioester. So, in reality, it is the rest of the iC3b
molecule that moves around while the TED stays stationary. This
might be important for CR2, CR3, and CR4 recognition of iC3b
because it implies that a comple ly different face of the mole-
cule is exposed on the cell surface. In contrast to our ﬁndings,
previous EM studies of iC3b have shown that the TED domain
was randomly riented with respect to the MG ring (1, 17). A
rationale behind these differences could be that the TED and
CUB regions in iC3b have a strong tendency to rearrange into
the conformation we describe here, whereas Nishida et al. (17)
captured other possible conformational states generated after
cleavage of C3b.
The ﬁrst consequence of the conformational rearrangement
from C3b to iC3b is the disruption of the fB binding site on C3b,
which renders iC3b unable to assemble the AP C3 convertase.
We illustrate this, showing an almost imperceptible binding of fB
to iC3b by surface plasmon resonance (SPR; Biacore) (SI
Materials and Methods and Fig. S4) and the incapacity of fD to
cleave fB in the presence of iC3b (SI Materials and Methods and
Fig. S5). The C345C domain in C3b binds the von Willebrand
factor type-A (VWA) domain in fB, and a subsequent large
conformational change in fB is stabilized by interactions between
the serine-protease domain in fB and the CUB and MG2
domains in C3b (1–6, 15, 21–23). Analysis of a disease-associated
fB mutant (D279G) that shows increased interaction between
the VWA and the C345C domains also failed to show binding
to C3b and to generate a C3-convertase (24) (SI Materials and
Methods and Figs. S4 and S5). As a whole, these data indicate
that the positioning of the remains of the CUB domain in
iC3b does not allow stabilization of fB binding, precluding its
activation.
Disruption of fB binding in iC3b concurs with the generation
of binding sites for CR3 and CR4. These CRs are integrins of the
β2 subfamily that contain a VWA domain involved in iC3b rec-
ognition (18, 25). The C345C domain in iC3b may still be ca-
pable of recognizing VWA domains in an ion-dependent
manner; thus, we propose that binding of CR3 and CR4 to iC3b
is similar to the interaction between fB and C3b and involves the
C345C domain in iC3b. In addition, the rearrangement of the
TED domain to the proximity of the C345C domain may con-
tribute to generate the structural requirements for binding to
CR3 and CR4. Supporting this hypothesis, C3d has been shown
to bind weakly to CR3 (26), suggesting that the TED domain of
iC3b contributes to the interaction with CR3. Also, mutational
studies have shown that the N terminus of the α′-chain, which is
proximal to the region occupied by the C345C, CUB, and TED
domains in iC3b, is involved in the interaction with CR3 (27).
CRIg interacts with both C3b and iC3b (15). Our model is
compatible with the CRIg binding site remaining accessible after
C3b is cleaved into iC3b (Fig. S6).
Complement regulators fH, MCP, and CR1 are genetically
and structurally related, and they are composed of an array of
short consensus repeats (SCRs). SCR4 in fH recognizes the TED
domain in C3b (23). Based on the structure of MCP (28), we
speculate that SCR4 of MCP may similarly bind the TED do-
main of C3b and, further, that such a mode of recognition may
also hold true for CR1. Thus, the relocation of this domain
during the transformation of C3b to iC3b would prevent its in-
teraction with fH and MCP (Fig. S6), as shown before by others
(29, 30). Similarly, we detect no binding between iC3b and MCP
Fig. 3. Global shape of iC3b obtained
by SAXS. (A) P(r) functions for C3 (blue),
C3b (green), and iC3b (orange) com-
puted from experimental SAXS data. The
P(r) function for the EM structure of iC3b
(shown in gray) was computed from an
equivalent bead model. The P(r) func-
tions are normalized to unity at their
maxima. The intersection of each func-
tion with the abscissa yields the experi-
mental averaged maximal diameter. P(r),
pair distance distribution. (B) Character-
istic views of the C3, iC3b, and C3b ab
initio models, colored as in A.
Fig. 4. Molecular architecture of iC3b. The atomic structures of C3 (PDB ID
code 2A73) (20) and C3b (PDB ID code 2I07) (21) were ﬁltered to a resolution
similar to that of the structure of iC3b obtained by EM.
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Fig. 5.1 Arquitectura Molecular de iC3b. Las estructuras atómicas de C3 (código 
PDB 2A73) (Janssen BJ, et al., 2005) y C3b (código PDB 2I07) (Janssen BJ, et al., 
2006) se filtraron a una resolución similar a la estructura de iC3b  (código EMD 1908) 
obtenida en este trab jo mediante ME.
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Fig. 5.2 Estructura 3D de iC3b. (A) Medias 2D de iC3b mostrando la flexibilidad 
conformacional del TED moviéndose alrededor del anillo MG. Estas medias son similares 
a las obtenidas en el trabajo de Nishida (Nishida N, et al., 2006). Barra de escala 10 Å. (B) 
Dos vistas de la estructura de iC3b obtenida mediante ME (código EMD-1908) La 
localizacion exactas de los dominios C345c (naranja), CUB (rojo) y TED (verde) en la 
parte de arriba del anillo, son las que se han sugerido en Alcorlo et al. (Alcorlo M, et al., 
2015), pero solo se sitúan a nivel especulativo a la resolución de esta estructura 25 Å.  
 
similar a la de C3b en la parte del anillo MG. Por otra parte, el dominio TED y parte del 
dominio CUB se mueven a posiciones equivalentes a las que ocupan en C3 (Fig. 5.1). 
Estos resultados reafirman trabajos previos, basados en espectroscopia, que sugerían un 
cambio conformacional en iC3b revirtiendo parcialmente a la conformación similar a 
C3 (Isenman DE, 1983). Es importante recordar que el dominio TED cuando se localiza 
en superficie se encuentra bloqueado a través del enlace tioéster. Por lo tanto, es el resto 
de la molécula de iC3b la que en realidad se mueve alrededor, mientras el TED 
permanece estático. Esto podría tener implicaciones en el reconocimiento de iC3b a los 
reguladores del complemento CR2, CR3, y CR4 puesto que esto provoca que la 
molécula exponga una cara diferente en la superficie celular.  
     En contraste con estos resultados, estudios previos de iC3b han mostrado que el 
dominio TED se encuentra orientado aleatoriamente con respecto al anillo MG (Gros P, 
et al., 2008), (Nishida N, et al., 2006). Una de las razones que podría estar detrás de 
estas diferencias sería que las regiones CUB y TED en iC3b poseen una fuerte 
tendencia a reajustarse en la conformación que se describe en esta tesis, aunque algunos 
autores (Nishida N, et al., 2006) capturaron otros posibles estados conformacionales 
generados después del corte de C3b. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
methodology (Fig. 3A). For these imulatio s, the TED
was moved first to fit the density of the domain in the
EM map, and then movements of the CUB domain
were allowed to accommodate within the remaining
density. The simulations showed that a movement of
the TED with respect to its position in the crystal struc-
ture, thanks to the linker that connects the TED with
the CUB domain, could be sufficient to fit the crystal
Fig. 3. Structural basis of C3b flexibility. (A) An atomic model of C3b was obtained by applying MDFF to one of the C3b conformers
obtained using EM of the crystal structure of C3b structure (PDB ID 2I07) [1,2]. Molecular dyna ic simulations were carried out with NAMD
2.9 [20] through the MDFF plug-in [21]. The 3D structure of C3b is shown as a grey transparent density. The MG ring is displayed in blue.
The C345C domain, CUB domain and TED are in orange, red and green, respectively. (B) Representation of the trajectories during MDFF of
the atomic structure of C3b. The first frames in the trajectory are shown in red, the middle in white and the end in blue.
Fig. 4. Flexibility of iC3b and properdin-stabilized C3-convertase. (A) Images of iC3b analysed by EM display a conformational flexibility
where the TED moves around the MG ring. The images shown here were obtained for this work, but they are similar to those published
before [13]. Scale bar, 10 nm. (B) Two views of a 3D structure of iC3b, obtained by EM (EMDB ID EMD-1908), showing a TED (green)
attached to the top of the ring. The putative locations of the C345C domain (orange), CUB domain (red) and TED are indicated based on the
assumptions by Alcorlo et al. [14], but these are only tentative and remain speculative at the current resolution of this structure. Scale bar,
25 !A. (C) Two views of the structure of properdin–C3-convertase complex resolved by Alcorlo et al. (EMDB ID EMD-2403) [18]. A fragment
of properdin (purple) is found to interact with the regions in C3b and FB, stabilizing the complex. The structure of the MG ring is partially
incomplete due to effects of the staining agent used for the structure determination, as explained in Alcorlo et al. [18]. The structure shows
the TED located in a similar position to that found for the C3b conformer labelled (ii) in Fig. 2. Scale bar, 25 !A. vWA, von Willebrand domain;
SP, serine protease domain in FB.
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5.1.2  iC3b muestra distintas conformaciones dependiendo del 
estado 
 
     En un estudio reciente (Papanastasiou, M. et al., 2017), emplearon espectrometría de 
masas con intercambio de Hidrógeno-Deuterio (HX-MS) para intentar aclarar esta 
controversia sobre la conformación de iC3b y conocer con mayor detalle el reajuste que 
tiene lugar en la región MG-CUB-TED. Mediante esta técnica exploraron la dinámica y 
los movimientos estructurales de proteínas en solución y pudieron comprobar que el 
comportamiento de C3b e iC3b mediante esta técnica era similar en su mayor parte, si 
bien, identificaron áreas con mayor actividad para iC3b en los dominios MG1 y MG2 
de la cadena ! y del TED. Y sobre todo la mayor diferencia entre C3b e iC3b se detectó 
en el dominio CUB, donde encontraron un CUB desordenado en iC3b (Fig. 5.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     La primera consecuencia de este reajuste conformacional de C3b a iC3b es la 
disrupción del sitio de unión de fB a C3b, que provoca que iC3b no sea capaz de 
ensamblarse en la convertasa de C3 de la AP. Ya se ha demostrado previamente que 
iC3b no interacciona con fB; por lo tanto, no puede conformar una convertasa de C3. 
Estas ideas fueron revalidadas (Roumenina LT, et al., 2009) mediante experimentos que 
Fig. 5.3 Mapa de diferencia en HX entre C3b e iC3b sobre la estructura de C3b. 
Péptidos con un consumo en Deuterio ("D-consumo)>5% se mapean en C3b (código 
PDB 2I07) (Janssen, et al., 2006). Las regiones más expuestas en iC3b en comparación 
con C3b frente al intercambio de deuterio se muestran coloreadas en rojo, y las menos 
expuestas en azul. Los péptidos localizados en el CUB muestran las diferencias más 
evidentes en el intercambio de deuterio. En resumen, iC3b muestra una conformación más 
dinámica y más expuesta al solvente. Adaptado de (Papanastasiou M, et al., 2017). 
 
FIGURE 3. Differential deuterium uptake (D-uptake) between C3b and iC3b. (A) Mapping of HX differences between C3b and iC3b on the C3b
structure; peptides with deuterium uptake (DD-uptake).5% are mapped on C3b (PDB: 2I07 (4), Supplemental Table I). More exposed regions in iC3b than
C3b against deuterium exchange are colored red, and less exposed are blue. CUB with respective fibronectin type 3 strand numbering is shown in the inset.
Prominent differences in the deuterium exchange are detected for peptides in CUB, whereas marginal but still significant differences are detected on the
interface between CUB-TED and the MG core as well as on CUB-TED interdomain peptides. iC3b is shown to acquire a more dynamic and solvent-
exposed conformation. An exception is the 1471–1480 peptide positioned between MG8 and CTC, indicating repositioning of CTC toward the MG7/MG8
domains. (B) Structural organization of the CUB domain; strand numbering follows Fig. 3A. CUBg, TED, and CUBf boundaries are depicted. Loops (L) and
disordered segments are marked with a solid line. (C) Detailed view of the CUB structure. C3f is featured in green, and amino acids denoting the beginning
and the end of the peptide are labeled. Hydrogen bonds (H-bonds) between backbone amide hydrogens and carbonyls are depicted with black dashed lines,
and those involving C3f residues with cyan; C3f participates in nine main chain hydrogen bonds. (D) D-uptake plots of selected CUB domain peptides for
C3b (blue) and iC3b (red) (for a complete list of plots, see Supplemental Fig. 1). For each sequence, a reference curve (for the (Figure legend continues)
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demuestran que iC3b puede ensamblar una convertasa de C3 activa con un fB mutante 
(D279G) asociado a patología, y cuya característica principal es que presenta una mayor 
afinidad por C3b. Estos datos incrementan la posibilidad de que los sitios de unión por 
fB en C3b no se interrumpen totalmente en iC3b. Por ello, se diseñaron experimentos 
para tratar de replicar estos datos de fB mutante con preparaciones de C3b e iC3b 
purificadas en el laboratorio. Este resultado lo pudimos ilustrar en este estudio mediante 
resonancia de plasmón superficial (SPR; Biacore), mostrando una unión casi 
imperceptible de fB a iC3b (Materiales y Métodos y Fig. 5.4), y la incapacidad de fD 
para cortar fB en presencia de iC3b (Materiales y Métodos y Fig. 5.5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     El dominio C345c en C3b se une a fB por el dominio factor von Willebrand tipo A 
(VWA) y un gran cambio conformacional posterior en fB se estabiliza por interacciones 
Fig. 5.4 fB no forma convertasa con iC3b. Experimentos de SPR donde, C3b (A y C, 
510 RU) e iC3b (B y D, 501 RU) fueron inmovilizados en la superficie del chip y, 
además, fB recombinante (rfB)-WT (A y B) ó bien rfB-D279G (C y D) se fluyeron a 
varias concentraciones en presencia de Mg2+ y fD [en Hepes 10 mM (pH 7,4) y NaCl 100 
mM]. La convertasa se formó de manera eficiente con C3b. En cambio, rfB-WT no 
forma convertasa con iC3b (B), y se aprecia una mínima unión de rfB-D279G a iC3b, 
solo detectada a muy altas concentraciones (D). Las líneas negras discontinuas en C y D 
indican unión de rfB-WT o rfB-D279G a C3b. 
Fig. S3. Analysis of the conformational heterogeneity in iC3b. The dataset was classiﬁed into three homogeneous subsets using 3D maximum-likelihood
classiﬁcation (7). A similar view of each of the three structures obtained after classiﬁcation is shown, and each structure is colored differently. The conformation
of the three structures obtained was found to be very similar at the level of the resolution of these studies.
Fig. S4. fB does not form a convertase with iC3b. It is well established that iC3b does not interact with fB; therefore, it cannot build a C3 convertase. These
ideas were challenged recently (1) by experiments showing that iC3b can assemble an active C3 convertase with a disease-associated fB mutant (D279G) that
presents increased afﬁnity for C3b. Because these data raised the possibility that the binding sites for fB in C3b are not fully disrupted in iC3b, we set up
experiments to replicate these fB mutant data with our highly puriﬁed C3b and iC3b preparations. C3b (A and C, 510 RU) and iC3b (B and D, 501 RU) were
immobilized on the chip surface, and recombinant fB (rfB)-WT (A and B) or rfB-D279G (C and D) was ﬂowed across at varying concentrations in the presence of
Mg2+ and fD [in 10 mM Hepes (pH 7.4) and 100 mM NaCl]. Convertase was formed efﬁciently on C3b. rfB-WT did not form convertase on iC3b (B), and minimal
binding of rfB-D279G to iC3b was only discerned at very high concentrations (D). Black dashed lines in C and D indicate binding of rfB-WT or rfB-D279G to C3b.
1. Roumenina LT, et al. (2009) Hyperfunctional C3 convertase leads to complement deposition on endothelial cells and contributes to atypical hemolytic uremic syndrome. Blood 114:
2837–2845.
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entre el dominio serín-proteasa en fB y los dominios CUB y MG2 en C3b (Gros P, et 
al., 2008), (Rodríguez de Córdoba S, et al., 2011), (Forneris F, et al., 2010), (Janssen 
BJ, et al., 2009), (Rooijakkers SH, et al., 2009), (Torreira E, et al., 2009), (Wiesmann 
C, et al., 2006), (Janssen BJ, et al., 2006), (Torreira E, et al., 2009), (Wu J, et al., 2009). 
El análisis asociado a patología del fB mutante (D279G) que muestra una mayor 
interacción entre los dominios VWA y el C345c no se adapta bien a la hora de mostrar 
unión a C3b y generar la convertasa de C3 (Goicoechea de Jorge E, et al., 2007) 
(Materiales y Métodos y Fig. 5.4 y Fig. 5.5). Luego, estos datos indican que la 
posición del dominio CUB en iC3b no consiguen estabilizar la unión de fB, y no 
permite su activación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.5 iC3b no induce corte de fB en presencia de fD. Para determinar si la unión de 
iC3b podría resultar en la activación de fB se incubó iC3b con fB recombinante tipo-
salvaje y rfB-D279G en presencia de fD a 37 °C. rfB, fB recombinante; wt, tipo salvaje. 
Se muestra el tiempo de corte proteolítico de rfB y rfB-D279G en presencia de C3b ó iC3b 
(ambos a 462 !M), después de añadir la proteasa fD. Las proteínas fueron incubadas a los 
tiempos indicados, y las muestras fueron analizadas utilizando PAGE al 10%. El corte de 
fB fue seguido mediante la aparición de los productos de digestión de Ba y Bb. La 
dificultad para obtener la evidencia de que iC3b interaccionaba con fB y/o causaba su 
proteólisis por fD es, consistente con datos previos, y con los datos estructurales de iC3b 
presentados en este trabajo. Nuestra conclusión es que el sitio de unión de fB a C3b está 
bloqueado en iC3b, reduciendo ampliamente la afinidad global entre fB e iC3b y 
previniendo la formación de la convertasa de C3 de la AP con iC3b. 
 
Fig. S5. iC3b does not induce fB cleavage in the presence of fD. To determine whether binding to iC3b might result in activation of fB, iC3b was incubated
with recombinant fB-wild type and rfB-D279G in the presence of fD at 37 °C. rfB, recombinant fB; wt, wild type. The time course of the proteolytic cleavage of
rfB and rfB-D279G in the presence of C3b or iC3b (both at 462 μM), after adding the protease fD, is shown. Proteins were incubated at the indicated times, and
samples were analyzed using 10% PAGE. Cleavage of fB was followed by the appearance of the Ba and Bb products of the digestion. Our failure to obtain
evidence that iC3b interacts with fB and/or causes its proteolysis by fD is consistent with early data and with the iC3b structural data presented in this report.
Our conclusion is that the fB binding site in C3b is disrupted in iC3b, dramatically reducing the overall afﬁnity between fB and iC3b and preventing AP C3-
convertase formation on iC3b.
Fig. S6. Conformation of iC3b is compatible with CRIg binding and incompatible with fH binding. (A) Atomic structure of the C3b:fH(SCR1–4) complex (1). fH
is rendered as a surface and colored in red. C3b is shown as yellow ribbons. (B) 3D-EM structure of iC3b, where the atomic structure of fH was superimposed as
it is found in the C3b:fH(SCR1–4) complex (1). This model was obtained by aligning the MG rings of C3b in the C3b:fH(SCR1–4) complex (1) and the MG ring of
the EM structure of iC3b. The movement of the TED domain in iC3b disrupts some of int raction si es of C3b for fH. (C) Model for the interaction of iC3b with
CRIg. The structure of the complex between C3b and CRIg (PDB ID code 2ICF) (2) was aligned with iC3b using the MG ring as a reference for the alignment.
1. Wu J, et al. (2009) Structure of complement fragment C3b-factor H and implications for host protection by complement regulators. Nat Immunol 10:728–733.
2. Wiesmann C, et al. (2006) Structure of C3b in complex with CRIg gives insights into regulation of complement activation. Nature 444:217–220.
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5.1.3  Consecuencias de la conformación de iC3b en la unión a fB 
 
   El bloqueo en la unión de fB a iC3b permite que se generen sitios de unión para CR3 
y CR4. Estos CRs son integrinas de la subfamilia ß2 que contienen un dominio VWA 
involucrado en el reconocimiento de iC3b (Chen X, et al., 2010), (Ustinov VA, et al., 
2005). El dominio C345c en iC3b podría ser capaz de reconocer dominios VWA de una 
manera dependiente de ion; luego, proponemos que la unión de CR3 y CR4 a iC3b es 
similar a la interacción entre fB y C3b e involucra el dominio C345c en iC3b. En suma, 
el reajuste del dominio TED en la proximidad del dominio C345c podría contribuir a 
generar los requerimientos estructurales para unirse a CR3 y CR4. Esta hipótesis se 
refuerza con la idea de que C3d habría mostrado una débil unión a CR3 (Gaither TA, et 
al., 1987), sugiriendo que el dominio TED en iC3b contribuye a la interacción con CR3. 
Además, estudios de mutaciones han mostrado que el N-ter de la cadena !’, que se 
encuentra próximo a la región ocupada por los dominios C345c, CUB y TED en iC3b, 
está involucrada en la interacción con CR3 (Taniguchi-Sidle A, et al., 1994). CRIg 
interacciona con C3b e iC3b (Wiesmann C, et al., 2006). Nuestro modelo es compatible 
con la idea de que el sitio de unión de CRIg se mantenga accesible tras el corte de C3b a 
iC3b (Fig. 5.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.6 La conformación de iC3b es compatible con la unión de CRIg e incompatible 
con la unión de fH. (A) Estructura atómica del complejo C3b:fH (SCR1-4) (1). fH se 
muestra como una superficie y coloreado en rojo. C3b se muestra como cintas amarillas 
(B) Estructura 3D-EM de iC3b, donde la estructura atómica de fH fue superpuesta tal y 
como se encuentra en el complejo C3b:fH(SCR1-4) (1). Este modelo fue obtenido 
alineando los anillos MG de C3b en el complejo C3b:fH(SCR1-4) (Wu J, et al., 2009) y el 
anillo MG de la estructura EM de iC3b. El movimiento del dominio TED en iC3b 
interrumpe algunos de los sitios de interacción de fH en C3b. (C) Modelo de la interacción 
de iC3b con CRIg. La estructura del complejo entre C3b y CRIg (código PDB ID 2ICF) 
(Wiesmann C, et al., 2006) fue alineado con iC3b utilizando el anillo MG como referencia 
para el alineamiento. 
Fig. S5. iC3b does not induce fB cl avage in the presenc of fD. To determine whether binding to iC3b might result in activation of fB, iC3b was incubated
with recombinant fB-wild type and rfB-D279G in the presence of fD at 37 °C. rfB, recombinant fB; wt, wild type. The time course of the proteolytic cleavage of
rfB and rfB-D279G in the presence of C3b or iC3b (both at 462 μM), after adding the protease fD, is shown. Proteins were incubated at the indicated times, and
samples were analyzed using 10% PAGE. Cleavage of fB was followed by the appearance of the Ba and Bb products of the digestion. Our failure to obtain
evidence that iC3b interacts with fB and/or causes its proteolysis by fD is consistent with early data and with the iC3b structural data presented in this report.
Our conclusion is that the fB binding site in C3b is disrupted in iC3b, dramatically reducing the overall afﬁnity betw en fB nd iC3b and preventing AP C3-
convertase formation on iC3b.
Fig. S6. Conformation of iC3b is compatible with CRIg binding and incompatible with fH binding. (A) Atomic structure of the C3b:fH(SCR1–4) complex (1). fH
is rendered as a surface and colored in red. C3b is shown as yellow ribbons. (B) 3D-EM structure of iC3b, where the atomic structure of fH was superimposed as
it is found in the C3b:fH(SCR1–4) complex (1). This model was obtained by aligning the MG rings of C3b in the C3b:fH(SCR1–4) complex (1) and the MG ring of
the EM structure of iC3b. The movement of the TED domain in iC3b disrupts some of interaction sites of C3b for fH. (C) Model for the interaction of iC3b with
CRIg. The structure of the complex between C3b and CRIg (PDB ID co 2ICF) (2) was ligned with iC3b using the MG ring as a reference for the alignment.
1. Wu J, et al. (2009) Structure of complement fragment C3b-factor H and implications for host protection by complement regulators. Nat Immunol 10:728–733.
2. Wiesmann C, et al. (2006) Structure of C3b in complex with CRIg gives insights into regulation of complement activation. Nature 444:217–220.
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     Los reguladores del complemento fH, MCP y CR1 están genética y estructuralmente 
relacionados, y además formados por un conjunto de repeticiones cortas consenso 
(SCRs). SCR4 en fH reconoce el dominio TED en C3b (Wu J, et al., 2009). Basándonos 
en la estructura de MCP (Persson BD, et al., 2010), especulamos que el SCR4 de MCP 
podría unirse de manera similar al dominio TED de C3b, y, además, que este modo de 
reconocimiento podría también ser válido para CR1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Por lo tanto, la recolocación de este dominio durante la transformación de C3b a 
iC3b podría prevenir su interacción con fH y MCP (Fig. 5.6), como trabajos previos han 
mostrado antes y como además se ha corroborado en un trabajo reciente (Forneris F, et 
al., 2016) (Fig. 5.7), donde este origen evolutivo común para los mecanismos 
inhibidores, que presentan una unión variable a C3b a través de sitios ligeramente 
diferentes, generan una herramienta para comprender mejor la evasión inmune y 
mutaciones relativas a desordenes en la activación de los reguladores del complemento 
(del inglés, RCA). De manera similar, no detectamos unión entre iC3b y MCP, e iC3b y 
fH utilizando SPR (Materiales y Métodos). Y no hay corte de iC3b por fI en presencia 
de MCP y fH (Materiales y Métodos y Fig. 5.8).  
Fig. 5.7 Visión estructural de complejos que regulan a C3b. De izquierda a derecha, 
representación superficial de la estructura 3D de C3b con los diferentes reguladores. (Azul) 
C3b-MCP (CCP1-4), (verde) C3b-SPICE (CCP1-4), (naranja) C3b:fH (CCP1-4), (rojo 
oscuro) C3bCR1 (CCP15-17), (violeta) C3b-DAF (CCP2-4). Imagen adaptada de Forneris,  
(Forneris F, et al., 2016) 
and 7.2 lM for FH (CCP1–4); see Fig EV1. Furthermore, initial crys-
tallization trials of C3b-CR1 (CCP15–17) and C3b-b2GPI yielded
crystals containing only C3b. One of these crystals was used to
collect a C3b data set up to 2.8-A˚ resolution, superseding the C3b
structure at low resolution currently available in the PDB (Janssen
et al, 2006).
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Figure 1. Structural overview of C3b-regulator complexes.
A From left to right, surface representation of the three-dimensio al structures of C3b-MCP (CCP1–4) (b ue), C3b-SPICE (CCP1–4) (green), C3b-FH (CCP1–4) (orange),
C3b-CR1 (CCP15–17) (dark red), C3b-DAF (CCP2–4) (purple).
B Cartoon representation of the five regulators. The width of the cartoon is proportional to the B-factors observed in the structural data. The B-factor coloring (from
blue to red) is in relative scale according to the resolution of the crystal structures.
C Cartoon representation of the five C3b molecules in the C3b-regulator complexes. Coloring and style as in (B).
D Highlight of electron density maps (2Fo-Fc, blue, contour level 1.2r; Fo-Fc, green and red, contour level 3r and !3r, resp.) for the regions of the C3b-regulator
complexes showing flexibility. From left to right: the putative site for MCP CCP2, SPICE CCP4, CR1 CCP15, and DAF CCP2.
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Fig. 5.8 La conformación de iC3b influye en el corte de fI en presencia de 
cofactores fH, sMCP, y sCR1. El corte de C3b por fI en presencia de sMCP (Arriba), 
fH (Medio) ó sCR1 (Abajo) utilizando condiciones de baja fuerza iónica (40 mM NaCl) 
y fuerza iónica fisiológica (150 mM NaCl). Los productos que resultan del corte de la 
cadena !65 de iC3b han sido marcados con asterisco. En consonancia con datos 
históricos previos, la adición de cada uno de los tres reguladores resulta en un corte muy 
rápido de C3b a iC3b mediante fI, indicando que la estructura de C3b permite una unión 
eficiente de los reguladores fH, sMCP, CR1 y seguidamente, fI. En contraste, el corte de 
iC3b en C3dg y C3c en presencia de sCR1 es un corte lento y dependiente de fuerza 
iónica. Es importante destacar, claramente para fH y mínimamente para sMCP, iC3b es 
capaz de inducir algún corte mediante fI en condiciones de baja sal (NaCl 40 mM). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Bajo condiciones fisiológicas, CR1 es el único regulador del complemento que se ha 
descrito para mediar el corte de iC3b, dependiente de fI (Lambris JD, et al., 1996), 
(Ross GD, et al., 1982). Es interesante destacar que la interacción entre CR1 y C3b se 
encuentra fuertemente afectada tras los reajustes en iC3b, indicando que la posición del 
dominio TED en iC3b interfiere parcialmente con la unión de CR1 (Materiales y 
Métodos, Fig. 5.7 y Fig. 5.8). Una afinidad más alta de CR1 por iC3b comparada con 
fH o MCP podría ser critica para CR1 para actuar como cofactor para fI. Esto podría 
Fig. S8. Conformation of iC3b inﬂuences fI-mediated cleavage in the presence of cofactors fH, sMCP, and sCR1. Cleavage of C3b by fI in the presence of sMCP
(Top), fH (Middle), or sCR1 (Bottom) using conditions of low ionic strength (40 mM NaCl) and physiological ionic strength (150 mM NaCl). The products resulting
from the cleavage of the α65 chain of iC3b have been labeled with an asterisk. In agreement with early data in the literature, addition of each of the three
regulators resulted in very rapid cleavage of C3b into iC3b by fI, indicating that the structure of C3b allows efﬁcient binding of the regulators fH, sMCP, CR1,
and, subsequently, fI. In contrast, cleavage of iC3b into C3dg and C3c in the presence of sCR1 is slow and dependent on ionic strength. Importantly, clearly, fH
and, minimally, sMCP are able to induce some cleavage of iC3b by fI in low-salt conditions (40 mM NaCl).
Alcorlo et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1106746108 8 of 9
   Tiempo de incubación 
NaCl 40 mM NaCl 150 mM 
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permitir a CR1 mantenerse unido a iC3b después del primer corte de C3b, manteniendo 
iC3b en una conformación susceptible de ser cortada por fI.  
 
 fB fH MCP CRIg CR2, CR3, CR4 CR1 
C3b ! ! ! ! " " 
iC3b " " " ! ! ! 
 
5.2  Anticuerpos dirigidos frente a fragmentos de C3 
5.2.1  A partir del trabajo con mAbs 
 
     La activación de la vía alternativa (AP) se inicia por el corte de C3 a C3b, resultando 
en la exposición de superficies que son inaccesibles en C3, y mostrando otras nuevas 
que puede favorecer la unión de proteínas que activan y regulan la respuesta del 
complemento. Tras la activación de C3, esta proteína genera varios fragmentos e 
intermedios a través de varios estados conformacionales. Las conformaciones 
específicas y superficies expuestas para cada uno de estos fragmentos están en el núcleo 
de cómo el complemento se activa y se regula. Tomando estos principios trabajamos en 
la hipótesis por la cual se podría diseñar una estrategia para generar mAbs cuya 
superficie fuese diana y se mostrase expuesta específicamente en alguno de estos 
intermedios estructurales. Estos mAbs podrían servir como reactivos útiles frente a 
mecanismos funcionales no descubiertos, y además tener interés en investigación y/o 
intervenir en desordenes específicos del complemento en humanos. 
 
     En esta tesis, y junto al grupo del Prof. Santiago Rodríguez de Córdoba, empleamos 
una estrategia de cribado para identificar cuatro anticuerpos monoclonales mAbs con 
diana frente a diferentes regiones en varios fragmentos de C3. Los mAbs fueron 
Tabla 5.1 Resumen y comparativa de unión entre reguladores de la vía alternativa 
del complemento, y C3b e iC3b. C3b se une a fB, fH, MCP, pero no lo hace iC3b. 
iC3b presenta unión para los reguladores del complemento CR, pero no C3b. CRIg es el 
único de los reguladores que presenta unión a C3b e iC3b. 
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seleccionados y caracterizados utilizando para ello una batería de ensayos bioquímicos, 
de hemólisis, estructurales y SPR, y el resumen de todas sus características pueden 
encontrarse en la Tabla 5.2. Se produjeron tres mAbs (C3-12.17, C3-16.4 y C3-42.3) 
que señalizan varias regiones del anillo MG, y un mAb (C3-12.2) que reconoce un 
epítopo que se encuentra presente en C3dg. C3-12.2 une iC3b, C3dg y C3d, pero no 
C3b, que reconoce una región en C3d que solo es expuesta tras el corte de C3b a iC3b. 
C3-12.2 se une a C3dg de varias especies (humano, ratón y rata), y puesto que no existe 
mucha variedad de buenos anticuerpos frente a C3d, hace que sea un reactivo muy 
interesante.  
 
     C3-12.17 y C3-42.3 bloquean el corte de C3 a C3b, pero no el ensamblaje de la 
convertasa C3bBb, y por lo tanto estos mAbs proveen un soporte al modelo actual en el 
reconocimiento de C3 por la convertasa de C3. Se ha propuesto que el reconocimiento 
de C3 por la convertasa C3Bb tiene lugar mediante la formación de un complejo C3b-
C3bBb por medio del anillo de MG. La validez de este modelo se pudo demostrar de 
manera indirecta. Las estructuras obtenidas a partir del cristal de los complejos de C3b a 
menudo revelan que C3 y otros fragmentos de C3 tienen una tendencia a interaccionar a 
través de la parte trasera de los anillos MG. Otra evidencia adicional que encontró el 
grupo de colaboración fue el de una familia española que portaba una pequeña deleción 
situada en el anillo MG de C3 relacionada con Síndrome Hemolítico-Anémico aHUS. 
La caracterización genética, bioquímica y estructural de esta deleción sugería de una 
manera evidente que la versión mutada de C3 podría no ser reconocida por la 
convertasa C3bBb. Nuestros resultados revelan que el bloqueo de la superficie del anillo 
MG por C3-12.17 y C3-42.3 interfiere con la unión de C3 a la convertasa de C3. Como 
control utilizamos C3-16.4 que también se une al anillo MG en un sitio diferente pero 
no afecta al corte de C3 a C3b. 
 
      Los mAbs frente a proteínas del complemento han mostrado ser excelentes reactivos 
para el estudio de la activación del complemento y su regulación. Asimismo, los mAbs 
han tenido la capacidad para inactivar el complemento como estrategia terapéutica en 
varias enfermedades. A pesar de estos éxitos, son necesarios nuevos reactivos, 
especialmente aquellos que reconocen con gran especificidad superficies solo 
disponibles en un cierto paso durante la activación de C3. En esta tesis mostramos una 
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estrategia válida generando cuatro anticuerpos de interés con consecuencias funcionales 
específicas. Estos anticuerpos y otros producidos mediante las mismas estrategias de 
cribado serán de utilidad para el estudio del complemento. Aquí mostramos como 
algunos de estos mAbs generan una visión de los mecanismos moleculares de 
reconocimiento de las moléculas del complemento. Asimismo, este tipo de reactivos 
podría revelar superficies de potencial interés para modular el complemento 
utilizándolo como una oportunidad terapéutica más. 
5.2.2  Diseñando una estrategia para generar mAbs que señalen 
superficies relevantes en C3 activado 
 
      Se diseñó una estrategia encaminada a encontrar anticuerpos monoclonales (mAbs) 
que podrían reconocer alguna de las superficies relevantes, presentes en diferentes 
fragmentos activados de C3. Se seleccionaron cuatro clones (C3-12.17, C3-42.3, C3-
16.4 y C3-12.2) que reconocen varios fragmentos de C3 (Tabla 5.2). C3-12.17, C3-
16.4, y C3-42.3 reconocen C3b, iC3b y C3c. Estos anticuerpos inhiben la lisis de 
eritrocitos de conejo y además bloquean completamente la opsonización de estos 
eritrocitos. Por otra parte, C3-12.2 reconoce iC3b, C3dg y C3d. Es importante destacar 
que los mAbs que inhiben la AP logran una inhibición del 50% a una concentración 
próxima a equimolar en relación con C3. Gracias a ello, estos mAbs refuerzan la 
potencial relevancia para emplearlos como agentes terapéuticos. 
 
5.2.3  Bases estructurales de inhibición de la AP por C3-12.17 y C3-
42.3 
 
     Tras resolver las estructuras 3D mediante ME de los complejos C3b-Fab e iC3b-Fab 
para los mAbs C3-12.17 y C3-42.3 pudimos explicar cómo podían bloquear la 
activación de C3 sin afectar al ensamblaje de la convertasa de C3 de la AP, uniéndose a 
la región de C3 y C3b que ha sido postulada a ser la que está involucrada en el 
reconocimiento del sustrato (C3) por la C3 convertasa de la AP, C3bBb (Laursen N, et 
al., 2011), (Martinez-Barricarte R, et al., 2010), (Rooijakkers SH, et al., 2009). 
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5.2.4  C3-12.17 y C3-42.3 inhibe la AP bloqueando la interacción de C3 
con la C3-convertasa de la AP 
 
     Para reafirmar estos resultados estructurales mediante ME, se realizaron 
experimentos en el grupo de colaboración para demostrar que C3-12.17 y C3-42.3 
bloqueaban de una manera eficiente la opsonización mediada por la vía AP y la 
hemolisis de eritrocitos de conejo en presencia de suero humano normal (datos no 
mostrados). Para determinar a que nivel inhiben estos mAbs la activación de la AP, se 
diseñaron experimentos in vitro utilizando C3, C3b, fB y fD purificadas. En estos 
experimentos, C3, C3b y una mezcla equimolar de C3 y C3b se incubaron con fB y fD a 
37 ºC durante 15 min y los fragmentos activados resultantes se analizaron mediante 
SDS-PAGE bajo condiciones reducidas (Fig. 5.9). En ausencia de anticuerpos 
inhibidores C3 y fB se consumen completamente. Este cambio se ilustra por la 
desaparición de las bandas de la cadena ! de C3 y de la banda de 90 kDa de fB y la 
generación de la cadena !’ y la banda de 60 kDa de Bb (Fig. 5.9).  
 
     Como era de esperar, en presencia de C3-12.17 y C3-42.3 no hubo activación de C3. 
A pesar de ello, fB se consumió completamente indicando que estos dos mAbs 
bloquean la activación de C3, pero no interfieren con la formación de la convertasa de 
C3 de la AP (Fig. 5.8). Luego, en presencia de C3-12.17 y C3-42.3, fB puede unirse a 
C3b (o C3H2O) y fD puede cortar con mayor eficacia a fB a los fragmentos Bb y Ba. 
Nuestra interpretación es que C3-12.17 y C3-42.3 se unen a la misma región (o a dos 
regiones similares) en C3 y C3b que no afectan en todo caso a la unión con fB, pero 
obstaculiza la interacción de C3 con la C3-convertasa de la AP, bloqueando el corte de 
C3. Alternativamente, estos mAbs podrían bloquear la accesibilidad al sitio de corte en 
C3 por el sitio catalítico de la convertasa de C3 localizado en el fragmento Bb.  
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5.2.5  Bases estructurales de la inhibición de la AP mediante C3-16.4 
 
     Para mapear el sitio de unión del inmunocomplejo entre C3b y C3-16.4 se resolvió la 
estructura 3D de los complejos formados entre C3b ó iC3b y el Fab de C3-16.4 (Fig. 
4.2.8, en Resultados). Estos datos demuestran que el Fab C3-16.4 reconoce una región 
en torno a MG2 y MG6 y que se sitúa proyectada hacia el frente de la molécula de C3b. 
La región de C3 mapeada por C3-16.4 es próxima pero no idéntica a la mapeada por 
otro anticuerpo humanizado que bloquea la unión de fB a C3 y la formación de la 
convertasa (Pasixao-Cavalcante D, et al., 2014). El Fab de C3-16.4 se sitúa próximo, 
pero sin llegar a solapar regiones en C3b involucradas en la unión a fB, de acuerdo a la 
estructura de C3bB (Forneris F, et al., 2016) (PDB 2XWJ). Luego, el efecto de C3-16.4 
en la formación de la convertasa podría ser mediante una interacción indirecta. Una 
posibilidad podría ser que C3-16.4 pudiese alterar la conformación de C3b en 
características esenciales para la unión de fB. 
 
Fig. 5.9 Efectos funcionales de C3-12.17, C3-42.3 y C3-16.4 en la activación e 
inactivación in vitro de C3. Las reacciones se analizaron mediante tinción en azul de 
Commassie. En presencia de C3-12.17 y C3-42.3 no hay activación de C3, pero fB se 
consume completamente, indicando que estos dos mBas bloquean la activación de C3, 
aunque permiten el ensamblaje de la convertasa de C3. C3-16.4 bloquea la activación de 
C3b, y fB permanece intacto, sugiriendo que el mAb interfiere con el ensamblaje de la 
convertasa de C3. 
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     En el laboratorio con el que colaboramos quisieron además conocer con mayor 
detalle si la capacidad inhibitoria de C3-16.4 se mantenía en su fragmento Fab o era 
simplemente una consecuencia de la gran obstrucción estérica causada por la unión de 
C3b al anticuerpo completo. En esos experimentos demostraron que tanto su fragmento 
Fab, como el C3-16.4 completo, inhiben de manera eficiente la lisis de eritrocitos de 
conejo (Datos no mostrados). Además, esto se comprobó utilizando proteínas del 
complemento purificadas, y también se observó inhibición en la formación de la AP-C3 
convertasa, mediante el bloqueo de la activación de fB y C3. 
5.2.6  C3-16.4 inhibe la AP previniendo la formación de la C3 
convertasa 
 
     Si bien C3-12.17 y C3-42.3 tienen la capacidad para inhibir la activación de C3, pero 
no la formación de la C3-convertasa de la AP, C3-16.4 si bloquea la formación de la 
C3-convertasa de la AP. Experimentos in vitro incubando de manera conjunta C3, C3b, 
fB y fD purificadas mostraron que en presencia de C3-16.4 no se consume C3 ni 
tampoco fB (Fig. 5.9). La inhibición del corte de fB a Bb y Ba es particularmente 
ilustrativa cuando C3b, fB y fD se incuban de manera conjunta, lo cual indica que C3-
16.4 bloquea la formación de la C3-convertasa de la AP (Fig. 5.9). 
     La conclusión de estos datos fue que C3-16.4 inhibe la activación de la vía 
alternativa (AP) bloqueando la interacción de fB con C3b (o C3H2O) y, por lo tanto, la 
formación de la convertasa de C3 de la AP. 
5.2.7  C3-12.2 reconoce específicamente un nuevo epítopo en iC3b que se 
encuentra preservado en C3d 
 
     Mediante experimentos en fase fluida se observó que C3-12.2 no interfiere en la 
inactivación de iC3b a C3dg por fI en presencia del receptor del complemento 1 (CR1). 
Por lo tanto, C3-12.2 demuestra una fuerte unión a iC3b, C3dg y C3d cuando se analiza 
mediante WB, pero no presenta unión detectable a C3 o C3b cuando se encuentra 
desnaturalizado mediante SDS. En otro experimento se ilustra que empleando proteína 
C3dg purificada y plasma activado de humano, rata y ratón en WB, el mAb C3-12.2 
reconoce un epítopo evolutivamente conservado en la molécula de C3dg. 
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     Los resultados y la relevancia funcional de cada uno de los mAbs de C3 se muestran 
en la Tabla 5.2. 
 
 
mAbs 
 
Isotipo 
 
Reconocimiento 
de fragmento 
 
 
Reconocimient
o de dominio 
 
Relevancia funcional en C3 
(vía alternativa) 
C3-16.4 IgG1 C3b, iC3b, C3c MG2, MG6 Bloquea la formación de la convertasa de C3 
C3-12.17 IgG2a C3b, iC3b, C3c MG3, MG4 Bloquea la activación de C3 
mediante la convertasa de C3 
C3-42.3 IgG2a C3b, iC3b, C3c MG4, MG5 Bloquea la activación de C3 
mediante la convertasa de C3 
C3-12.2 IgG1 iC3b, C3dg, C3d CUB-TED  
 
 
     C3-12.17, C3-42.3 y C3-16.4 son, por lo tanto, nuevos mAbs que se pueden incluir 
dentro de la lista de moléculas con capacidad para bloquear la formación y/o la 
actividad de la AP-C3-convertasa y que, tras su humanización podría ser empleado para 
modular la respuesta de la via alternativa en aquellas enfermedades en las que la 
activación del complemento contribuye a patología. En el grupo del Prof. Santiago 
Rodríguez de Córdoba quisieron profundizar más sobre la utilidad de los mAbs para 
modular las consecuencias de la activación del complemento en enfermedades 
caracterizadas por la desregulación del complemento AP, y las emplearon con éxito en 
un modelo aHUS in vitro con eritrocitos de oveja. Y también se consiguieron resultados 
en un modelo ex vivo, que utiliza eritrocitos de pacientes con Hemoglobinuria 
paroxística nocturna (PNH) tratados con eculizumab, un nuevo mAb humanizado frente 
a C5 que se está aplicando en inmunoterapia. El tratamiento con eculizumab ha 
mejorado significativamente la calidad de vida de los pacientes con PNH, una 
enfermedad rara, crónica, caracterizada por una perdida de proteínas reguladoras del 
complemento, y son por lo tanto, pacientes susceptibles de una lisis mediada por el 
Tabla 5.2 Caracterización de cuatro mAbs. Mediante WB se definen los fragmentos 
reconocidos por cada mAb, y la ME se utilizó para mapear el dominio en C3b/iC3b 
reconocido por el Fab de cada mAb. En la tabla se muestra el reconocimiento de dominio 
de cada uno de los mAb, así como la relevancia funcional que cada uno de ellos tiene frente 
a C3 de la vía alternativa (AP). 
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complemento. Sin embargo, debido a que eculizumab no bloquea la actividad de la 
convertasa AP C3, la opsonización C3 de los eritrocitos PNH persiste, dando como 
resultado porcentajes variables de eritrocitos cubiertos por fragmentos C3, que son 
susceptibles a la hemolisis extracelular (Risitano A, et al., 2009). Utilizando los 
eritrocitos PNH obtenidos de los pacientes tratados con eculizumab, pudimos demostrar 
que C3-12.17 y C3-42.3 evitaban eficazmente su lisis en presencia de suero humano 
acidificado. 
 
     La correlación entre la estructura y función que presentan los mAbs C3-12.17, C3-
42.3 y C3-16.4 es importante, ya que proporcionan una revalidación adicional a los 
modelos 3D actualmente aceptados que explican la estructura y el reconocimiento de 
C3 mediante la convertasa C3bBb. La unión entre dos anillos de MG obtenidos 
mediante estructuras cristalinas de un complejo dimérico de convertasa (Rooijakkers 
SH, et al., 2009), y la estructura cristalina del factor de veneno de cobra (CVF) en 
complejo con C5 (Laursen NS, et al., 2011), se han utilizado sobre la hipótesis de cómo 
una convertasa reconoce su sustrato, C3. Una mutación proxima al punto de unión 
propuesto entre la convertasa y C3, bloquea el reconocimiento de sustrato por la 
convertasa, tal y como el que se presenta en un trabajo previo del grupo de colaboración 
(Martinez-Barricarte R, et al., 2010).  
 
     El análisis estructural y funcional de los mAbs C3-12.17 y C3-42.3 que se ha 
realizado en este trabajo refuerza aún más este modelo. Ambos anticuerpos se unen al 
anillo MG en una región que impide la formación de heterodímeros C3-C3b, y como se 
predice por el modelo actual, ambos mAbs no bloquean la formación de convertasa, 
pero la disociación C3 a C3b si que se vería afectada.  
 
     Por otro lado, C3-16.4 mapea una región adyacente a la reconocida por H17, un 
anticuerpo humanizado que bloquea la unión de fB a C3b (Paixao-Cavalcante D, et al., 
2014). C3-16.4 interfiere con el ensamblaje de una convertasa y el análisis estructural 
sugiere que estos efectos deben producirse de una manera indirecta, ya que el 
anticuerpo no se une a una región implicada en la interacción con fB. Una posibilidad 
podría ser que C3-16.4 modifique la conformación de C3b en regiones que son 
esenciales para la unión a fB. 
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     Además de los tres anticuerpos que inhiben la activación de AP, se ha mostrado la 
generación y caracterización de un cuarto mAb, C3-12.2, que reconoce específicamente 
iC3b, C3dg y C3d, en humanos y otras especies. Este mAb puede utilizarse para tratar 
estos fragmentos de C3 activados en fase fluida o unidos a tejidos, que confiere a este 
mAb una importancia diagnóstica y terapéutica.  
 
     Los mAbs que reconocen eficientemente iC3b de diferentes especies son escasos y 
por lo tanto de gran valor, debido a sus potenciales aplicaciones en la investigación 
básica y clínica. C3-12.2 por ejemplo, se comprobó que era útil para detectar la 
deposición de iC3b / C3dg humano y de ratón sobre superficies opsonizadas mediante 
citometría de flujo e inmunohistoquímica (datos no mostrados), extendiendo el pequeño 
repertorio de mAb que se pueden usar para monitorizar la activación del complemento 
(Thurman JM, et al., 2013). Además, C3-12.2 también se ha utilizado con éxito para 
desarrollar un ELISA específico para medir iC3b y para purificar C3dg de ratón de 
manera homogénea a partir de suero de ratón activado empleando para ello un solo paso 
de cromatografía de afinidad (datos no mostrados). 
 
     En conclusión, los mAbs dirigidos a las proteínas del complemento son una fuente 
continua de reactivos valiosos para el desarrollo de herramientas terapéuticas y de 
diagnóstico. También proporcionan información útil para estudiar las relaciones 
funcionales y estructurales en la activación y regulación del complemento. A pesar de la 
existencia de otros mAb anti-complemento, estos existen muchos  y aquellos que estén 
bien caracterizados en sus propiedades funcionales y estructurales se encuentran a día 
de hoy en un número escaso. En este contexto, estos cuatro nuevos mAbs contra C3 
humano, producidos en el laboratorio, junto a los previamente generados por Thurman 
et al., (Thurman JM, et al., 2013) muestran un repertorio de nuevos reactivos que se 
unen a regiones funcionales o neo-epítopos únicos en C3, con potencialidades 
diagnósticas y terapéuticas relevantes. 
 
  
6  Conclusiones 
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1 En este trabajo presentamos un análisis de la estructura de iC3b mediante 
microscopía electrónica 3D. Estos datos revelan que los dominios CUB y TED 
presentan una remarcada movilidad, adoptando diferentes posiciones en las 
moléculas C3, C3b e iC3b. 
 
2 Por el contrario, el anillo MG se presenta como un armazón rígido, soportando 
el conjunto de reordenaciones, cuando se liberan los diferentes fragmentos de 
C3, mediante escisión proteolítica. 
 
3 El reordenamiento conformacional de C3b a iC3b provoca que iC3b no pueda 
conformar una convertasa de C3 de la vía alternativa, ni que tampoco pueda 
reconocer los reguladores del complemento fH y MCP. 
 
4 Por otra parte, este reordenamiento genera superficies de unión para que iC3b 
pueda interaccionar con CR2, CR3 y CR4, que median importantes respuestas 
inmunológicas, potenciando la inmunidad mediada por células B, modulando la 
inflamación y dirigiendo la eliminación de patógenos mediante fagocitosis. 
 
5 Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales (mAbs) se ha podido conocer 
con mayor detalle cómo el bloqueo mediado por los inmunocomplejos se puede 
utilizar para comprender mejor los mecanismos de formación de la convertasa 
de C3. 
 
6 Se caracterizaron estructuralmente los sitios de interacción de mAbs frente a los 
fragmentos de C3, resolviendo las estructuras de los fragmentos Fab unidos a 
C3b y/o iC3b, mediante microscopia electrónica. 
 
7 Mediante su caracterización estructural y funcional se ha podido determinar que 
tres mAbs interaccionan con C3 e inhiben la activación de la AP del 
complemento. Dos de ellos, C3-12.17 y C3-42.3, bloquean el corte de C3 
producido por la convertasa de C3 de la AP. Uno de ellos, C3-16.4 impide la 
formación de la convertasa de C3 de la AP. 
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8 El cuarto mAb, C3-12.2, reconoce específicamente los fragmentos iC3b, C3dg y 
C3d, mediante un neoepítopo evolutivamente conservado generado tras el corte 
de fI sobre C3b.  
 
9 Los mAbs dirigidos a las proteínas del complemento son una fuente de reactivos 
valiosos para el desarrollo de herramientas terapéuticas y diagnósticas. Mediante 
este trabajo se ha podido profundizar en el conocimiento de las relaciones 
funcionales y estructurales en la activación y regulación del complemento, 
proporcionando un nuevo conjunto de reactivos frente a C3, con potencialidades 
diagnósticas y terapéuticas relevantes. !!!!
!! !! !
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Activation of C3, deposition of C3b on the target surface, and
subsequent ampliﬁcation by formation of a C3-cleaving enzyme
(C3-convertase; C3bBb) triggers the effector functions of comple-
ment that result in inﬂammation and cell lysis. Concurrently,
surface-bound C3b is proteolyzed to iC3b by factor I and appropri-
ate cofactors. iC3b then interacts with the complement receptors
(CR) of the Ig superfamily, CR2 (CD21), CR3 (CD11b/CD18), and CR4
(CD11c/CD18) on leukocytes, down-modulating inﬂammation, en-
hancing B cell-mediated immunity, and targeting pathogens for
clearance by phagocytosis. Using EM and small-angle X-ray scatter-
ing, we now present a medium-resolution structure of iC3b (24 Å).
iC3b displays a unique conformation with structural features dis-
tinct from any other C3 fragment. The macroglobulin ring in iC3b
is similar to that in C3b, whereas the TED (thioester-containing
domain) domain and the remnants of the CUB (complement protein
subcomponents C1r/C1s, urchin embryonic growth factor and bone
morphogenetic protein 1) domain have moved to locations more
similar to where they were in native C3. A consequence of this
large conformational change is the disruption of the factor B bind-
ing site, which renders iC3b unable to assemble a C3-convertase.
This structural model also justiﬁes the decreased interaction be-
tween iC3b and complement regulators and the recognition of
iC3b by the CR of the Ig superfamily, CR2, CR3, and CR4. These data
further illustrate the extraordinary conformational versatility of
C3 to accommodate a great diversity of functional activities.
Complement is a major component of innate immunity withcrucial roles in pathogen and apoptotic cell clearance, im-
mune complex handling, and modulation of adaptive immune
responses (1, 2). The complement cascade is triggered by three
activation pathways, the classic pathway (CP), the lectin pathway
(LP), and the alternative pathway (AP), which converge in the
central and most important step of complement activation: the
formation of unstable protease complexes, called C3 convertases
(C3bBb in the AP and C4b2a in the CP/LP), that cleave C3 to
generate the activated fragment, C3b. When C3b is generated, a
reactive thioester is exposed which is attacked by hydroxyl group-
bearing nucleophiles on adjacent surfaces, resulting in covalent
binding of C3b to the surface. Assembly of the AP C3-convertase
involves Mg2+-dependent binding of factor B (fB) to C3b,
forming the labile proenzyme C3bB; factor D (fD) then cleaves
fB to yield the active convertase (C3bBb) (1, 3–6). Convertase-
generated C3b forms more C3bBb convertase that cleaves ad-
ditional C3 molecules and provides exponential ampliﬁcation
to the deposition of C3b molecules on the pathogen surface.
C3b clustered around these C3 convertases creates an AP C5-
convertase (C3bBbC3b) that cleaves C5. Activation of C5 gen-
erates C5a, a potent inﬂammatory mediator, and C5b, which
triggers the formation of the cytolytic membrane attack complex.
The effector functions of complement, inducing inﬂammation
and lysis, contribute to control infection and are clearly an ef-
fective ﬁrst-line defense against microbial intruders. However,
because a disproportionate complement response may lead to
organ damage and pathology, complement activation is strictly
controlled by a number of soluble or membrane-associated
regulatory proteins [factor H (fH), Decay-accelerating Factor
(DAF), Membrane cofactor protein (MCP), and complement
receptor 1 (CR1)], which dissociate the C3/C5 convertases and
function as cofactors for the factor I (fI)-mediated proteolysis of
C3b (1, 2). Interestingly, although fI-mediated proteolysis inac-
tivates C3b and helps to preserve complement homeostasis and
to protect self-components, the C3b degradation products iC3b
and C3dg are also active molecules that interact with specialized
receptors on leukocytes and are instrumental in modulating the
immune responses and targeting pathogens for clearance by
phagocytosis.
Cleavage of C3b by fI takes place ﬁrst at two closely located
sites in the complement protein subcomponents C1r/C1s, urchin
embryonic growth factor and bone morphogenetic protein 1
(CUB) domain (Arg1,281-Ser1,282 and Arg1,298-Ser1,299) gen-
erating iC3b and C3f, a small fragment of 17 amino acids. The fH,
MCP, and CR1 are all cofactors of fI for these cleavages. The fI
will then also cleave iC3b between residues Arg932 and Glu933
generating C3c, which is released into solution, and C3dg, which
remains bound to the target. This third cleavage is much slower;
under physiological conditions, it is only produced when CR1
serves as a cofactor for cleavage of iC3b by fI (1, 7, 8).
CR2 (CD21) binds iC3b and C3dg, enhancing B-cell immunity
(9–11). Similarly, CR3 (CD11b/CD18) and CR4 (CD11c/CD18)
recognize iC3b and trigger phagocytosis. CR3 and CR4 also
perform functions in leukocyte trafﬁcking and migration, synapse
formation, and costimulation (12, 13). Notably, phagocytosis
mediated by binding of iC3b to CR3 is accompanied by down-
regulation of IL-12 and a lack of oxidative burst in macrophages
or by a reduction in the expression of costimulatory molecules
and impaired maturation of dendritic cells (12). In addition, C3b
and iC3b bind to a recently described CR of the Ig superfamily
(CRIg), which also contributes to clearance of pathogens and
apoptotic cells. The expression of CRIg is restricted to a subset of
tissue resident macrophages (14). Binding of CRIg to C3b also
inhibits both AP C3- and C5-convertase activity (15).
Clearly, conversion of C3b into iC3b disrupts domains involved
in complement ampliﬁcation and generates CR-speciﬁc binding
sites that mediate the many iC3b-mediated immunological re-
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sponses. The structural bases underlying a similar dynamic rear-
rangement have been deciphered for the activation of C3 and
other complement components (1–3, 6). The 3D structure of the
iC3b molecule is presently unclear, precluding similar under-
standing of the structural rearrangement from C3b to iC3b. More
than 25 y ago, Isenman (16), using spectroscopic techniques,
described that generation of iC3b is accompanied by a major
conformational change and suggested a reversion of the change
seen in the original conversion of native C3 to C3b. In contrast,
recent EM data have shown the thioester-containing domain
(TED) domain of iC3b as a randomly oriented region around the
C3c fragment (1, 17), which poses interesting questions regarding
the structural basis of the many iC3b-mediated immunological
responses (1, 18, 19).
Here, we have determined the 3D structure of iC3b at me-
dium resolution using 3D-EM and small-angle X-ray scattering
(SAXS). Our data reveal a unique conformation distinct from
that of C3 and C3b.
Results
EM Reveals a Single iC3b Conformation. We have used two prepa-
rations of puriﬁed human iC3b: a commercial (Calbiochem)
preparation that was further puriﬁed using Superdex 200 size-ex-
clusion chromatography (GE Healthcare) and a preparation of
iC3b made in our laboratory from in-house prepared human C3
that was incubated with soluble recombinant MCP and fI and
subsequently puriﬁed using anion exchange and gel ﬁltration
chromatography (Fig. 1A and Fig. S1). The chromatographic pro-
ﬁles and SDS/PAGE analysis of both iC3b preparations were
indistinguishable.
In total, 29,730 images of iC3b molecules were collected in the
electron microscope after applying fresh protein, immediately
after elution from a gel ﬁltration column, to an EM grid (Fig. S2).
These images were subjected to reference-free classiﬁcation to
group those images derived from similar views of the protein,
which were aligned and averaged (Fig. 1B). iC3b appeared on the
EM support ﬁlm in different orientations, but a typical view
exhibited the macroglobulin (MG) ring (Fig. 1D, blue) with a hole
at the bottom end of the ring and a wide density at the top (Fig.
1D, gray). The comparison between these images and views of C3
and C3b observed in the electron microscope revealed that the
TED domain in iC3b is located at a position closest to that oc-
cupied by the TED domain in C3 (Fig. 1E). Notably, the 2D
averages of iC3b suggested a similar location for the TED domain
in all the molecules collected, which is in clear contrast to the
heterogeneity previously described for the location of the TED
domain in iC3b images obtained in the electron microscope (17).
Identical results were obtained for the commercial (Fig. 1) and in-
house preparations of iC3b (Fig. S2).
Swing of the TED and CUB Domains in C3, C3b, and iC3b. A 3D
structure of iC3b was obtained by angular reﬁnement of the EM
images using an ab initio structure determined by the random
conical tilt (RCT) method as an initial template (Fig. S2). The
averages obtained after angular reﬁnement were identical to the
reference-free averages (Fig. 1B andC), supporting the correctness
of the reﬁned structure. The potential conformational heteroge-
neity of iC3b was evaluated using maximum-likelihood methods
(SI Materials and Methods), which revealed that all the images of
Fig. 1. Puriﬁcation and EM of iC3b. (A) Final preparations of puriﬁed C3, C3b, and iC3b were analyzed by SDS/PAGE. Schematic representation of the primary
structure of iC3b is also shown. (B) Reference-free 2D averages of iC3b single-molecule images. Several views of iC3b correspond to a distinct orientation of
the protein on the support ﬁlm. (C) Projections of the EM structure of iC3b obtained by the angular reﬁnement method match the reference-free averages, as
shown in B. (D) Selected 2D reference-free average shows a typical view of iC3b. A cartoon highlights the location of the MG ring (blue) and a large density at
the top (gray). (E) As in D, but a typical reference-free average of C3 and C3b molecules observed in the electron microscope is shown (6).
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iC3b collected corresponded to a single or to very closely related
conformations (Fig. S3).
The structure of iC3b at a resolution of 24 Å was analyzed by
computationally ﬁtting the available atomic structures of C3 and
C3b within the EM density (Fig. 2A). The MG ring was the most
obvious structural feature, which, at this resolution, was shown to
be virtually identical to the atomic structure described for C3b
(Fig. 2A, blue). Interestingly, the MG ring of C3 did not ﬁt the
structure of iC3b at the level of MG7 and MG8 (Fig. 2B). The
MG7 and MG8 domains rotate after cleavage of C3, exposing
regions that can interact with certain inhibitors, such as CRIg
(15). Thus, the MG ring in iC3b is structurally closer to C3b, from
which iC3b derives, than to C3. The C345C domain could be
easily identiﬁed at the top of the MG ring, but its precise orien-
tation could not be determined at this resolution level. We
slightly displaced this domain to accommodate it within the EM
density, because it is accepted that the orientation of this domain
varies widely in different structures (Fig. 2A, orange) (1). The
TED domain and the remnants of the CUB domain were located
at the top of iC3b, in the vicinity of C345C, because this EM
density in our iC3b structure was not accounted by the MG ring
and C345C domains. The precise positioning of the TED domain
and the remains of the CUB domain could only be hypothesized.
Modeling based on the computational ﬁtting of their atomic
structures within the EM density suggested that the TED domain,
which, in C3b, has moved away from the C345C domain, returns
to the proximity of C345C in iC3b (Fig. 2A, green). A density
between the putative location of the TED domain and the C-
terminal end of the MG7 domain could hold the remains of the
CUB domain (Fig. 2A, red).
Structure of iC3b in Solution Obtained by SAXS. We performed
SAXS experiments to determine the overall shape of the C3, C3b,
and iC3b molecules using homogeneously puriﬁed samples (Fig.
1A). Model-independent parameters calculated from the SAXS
data were coherent with theoretical values calculated from pub-
lished crystal structures of C3 and C3b (20, 21) and from the iC3b
EM structure (this study) (SIMaterials andMethods and Table S1).
The low-resolution SAXS analysis indicated that the three mole-
cules have well-deﬁned structures in solution and display limited
conformational ﬂexibility. The size of C3, C3b, and iC3b calcu-
lated from SAXS data gave a radius of gyration and longest di-
mension signiﬁcantly lower than would be expected for extensively
disordered species (SI Materials and Methods). The theoretical
scattering curves for known crystal structures were calculated and
compared with experimental data. The ﬁttings to the experimental
data were reasonable even when the structures were considered as
one rigid body (SI Materials and Methods). Pair distance distribu-
tion functions calculated from the SAXS data for C3 and C3b and
from the SAXS and EM structures of iC3b (Fig. 3A), as well as the
averaged ab initiomodels constructed for each of the samples (Fig.
3B), provide support for the notion that iC3b displays a confor-
mation signiﬁcantly closer to C3 than to C3b.
Fig. 2. 3D structure of iC3b obtained by 3D-EM. (A) 3D structure of iC3b shown as a gray transparent density. The atomic structure of the MG ring (blue) and
the C345C domains (orange) were obtained from the structure of C3b (PDB ID code 2I07) (21) and ﬁtted within the EM structure. The putative locations of the
TED domain and the remains of the CUB domain in the map have been colored in green and red, respectively. The primary sequence of iC3b chains is also
shown. (B) 3D structure of iC3b shown as a gray transparent density, where the MG rings of C3 (PDB ID code 2A73; blue) (20) and C3b (PDB ID code 2I07) (21)
have been ﬁtted. The structure of the MG ring in C3 does not ﬁt accurately into the iC3b structure, leaving regions of iC3b unoccupied (labeled as *).
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Discussion
Recent studies have provided a detailed structural view of the
complexity of the activation and regulation of the complement
AP, illustrating how these processes are driven by large structural
rearrangements (1–6, 15, 21–23) (Fig. 4).
C3 is a large protein (180 kDa), whose structure results from an
intricate arrangement of several domains: a core of 8 homologous
MG domains forming a ring, a TED domain that contains a re-
active thioester and connects to the MG core through a CUB
domain, the C345C domain that participates in the interaction
with fB, and the N-terminal anaphylotoxin domain (1, 2). Acti-
vation of C3 triggers the effector functions of complement, which
results in inﬂammation and initiates the lytic pathway. Activation
of C3 is characterized by a huge conformational displacement of
the TED domain that exposes a reactive thioester group shielded
in native C3 (15, 21). In addition, this conformational rearrange-
ment generates binding sites for a number of molecules like the
AP convertase component fB (5, 6) and the complement regu-
lators fH, DAF, MCP, and CR1 (1, 23).
Here, we describe a conformational rearrangement that
results in the inactivation of C3b, removing the effector functions
that characterize this molecule. Using EM and SAXS, we dem-
onstrate that cleavage of C3b into iC3b generates a unique
conformation, distinct from that of C3 and C3b. The overall
conformation of the MG ring in iC3b is similar to that in C3b,
and the TED domain and the remnants of the CUB domain have
moved to positions more similar to, although different from,
those occupied by these domains in C3 (Fig. 4). These ﬁndings
substantiate very early work based on spectral changes that
suggested a large conformational change in iC3b partially
reverting to a conformation similar to C3 (16). It is important to
remember that the TED domain is locked in position on surfaces
through the thioester. So, in reality, it is the rest of the iC3b
molecule that moves around while the TED stays stationary. This
might be important for CR2, CR3, and CR4 recognition of iC3b
because it implies that a completely different face of the mole-
cule is exposed on the cell surface. In contrast to our ﬁndings,
previous EM studies of iC3b have shown that the TED domain
was randomly oriented with respect to the MG ring (1, 17). A
rationale behind these differences could be that the TED and
CUB regions in iC3b have a strong tendency to rearrange into
the conformation we describe here, whereas Nishida et al. (17)
captured other possible conformational states generated after
cleavage of C3b.
The ﬁrst consequence of the conformational rearrangement
from C3b to iC3b is the disruption of the fB binding site on C3b,
which renders iC3b unable to assemble the AP C3 convertase.
We illustrate this, showing an almost imperceptible binding of fB
to iC3b by surface plasmon resonance (SPR; Biacore) (SI
Materials and Methods and Fig. S4) and the incapacity of fD to
cleave fB in the presence of iC3b (SI Materials and Methods and
Fig. S5). The C345C domain in C3b binds the von Willebrand
factor type-A (VWA) domain in fB, and a subsequent large
conformational change in fB is stabilized by interactions between
the serine-protease domain in fB and the CUB and MG2
domains in C3b (1–6, 15, 21–23). Analysis of a disease-associated
fB mutant (D279G) that shows increased interaction between
the VWA and the C345C domains also failed to show binding
to C3b and to generate a C3-convertase (24) (SI Materials and
Methods and Figs. S4 and S5). As a whole, these data indicate
that the positioning of the remains of the CUB domain in
iC3b does not allow stabilization of fB binding, precluding its
activation.
Disruption of fB binding in iC3b concurs with the generation
of binding sites for CR3 and CR4. These CRs are integrins of the
β2 subfamily that contain a VWA domain involved in iC3b rec-
ognition (18, 25). The C345C domain in iC3b may still be ca-
pable of recognizing VWA domains in an ion-dependent
manner; thus, we propose that binding of CR3 and CR4 to iC3b
is similar to the interaction between fB and C3b and involves the
C345C domain in iC3b. In addition, the rearrangement of the
TED domain to the proximity of the C345C domain may con-
tribute to generate the structural requirements for binding to
CR3 and CR4. Supporting this hypothesis, C3d has been shown
to bind weakly to CR3 (26), suggesting that the TED domain of
iC3b contributes to the interaction with CR3. Also, mutational
studies have shown that the N terminus of the α′-chain, which is
proximal to the region occupied by the C345C, CUB, and TED
domains in iC3b, is involved in the interaction with CR3 (27).
CRIg interacts with both C3b and iC3b (15). Our model is
compatible with the CRIg binding site remaining accessible after
C3b is cleaved into iC3b (Fig. S6).
Complement regulators fH, MCP, and CR1 are genetically
and structurally related, and they are composed of an array of
short consensus repeats (SCRs). SCR4 in fH recognizes the TED
domain in C3b (23). Based on the structure of MCP (28), we
speculate that SCR4 of MCP may similarly bind the TED do-
main of C3b and, further, that such a mode of recognition may
also hold true for CR1. Thus, the relocation of this domain
during the transformation of C3b to iC3b would prevent its in-
teraction with fH and MCP (Fig. S6), as shown before by others
(29, 30). Similarly, we detect no binding between iC3b and MCP
Fig. 3. Global shape of iC3b obtained
by SAXS. (A) P(r) functions for C3 (blue),
C3b (green), and iC3b (orange) com-
puted from experimental SAXS data. The
P(r) function for the EM structure of iC3b
(shown in gray) was computed from an
equivalent bead model. The P(r) func-
tions are normalized to unity at their
maxima. The intersection of each func-
tion with the abscissa yields the experi-
mental averaged maximal diameter. P(r),
pair distance distribution. (B) Character-
istic views of the C3, iC3b, and C3b ab
initio models, colored as in A.
Fig. 4. Molecular architecture of iC3b. The atomic structures of C3 (PDB ID
code 2A73) (20) and C3b (PDB ID code 2I07) (21) were ﬁltered to a resolution
similar to that of the structure of iC3b obtained by EM.
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and fH using SPR (SI Materials and Methods and Fig. S7) and no
cleavage of iC3b by fI in the presence of MCP and fH (SI
Materials and Methods and Fig. S8).
Under physiological conditions, CR1 is the only complement
regulator that has been described to mediate fI-dependent
cleavage of iC3b (29, 30). Interestingly, the interaction between
CR1 and C3b is also dramatically affected after the rearrange-
ments in iC3b, indicating that the position of the TED domain in
iC3b partly interferes with CR1 binding (SI Materials andMethods
and Figs. S7 and S8). The higher afﬁnity of CR1 for iC3b com-
pared with that of fH or MCP may be critical for CR1 to act as a
cofactor of fI. This may allow CR1 to remain bound to iC3b after
the ﬁrst cleavage of C3b, maintaining iC3b in a conformation
susceptible to further cleavage by fI.
Concluding Remarks
Here, we have resolved the structure of iC3b, which shows a
unique conformation among C3 fragments. Our data reveal that
the TED and CUB domains (and the remnants of the CUB
domain after proteolysis) present remarkable motility, adopting
different positions in the C3, C3b, and iC3b molecules. In con-
trast, the MG ring appears as a fairly rigid scaffold, supporting
the back and forth swinging of these domains as small fragments
of C3 are released by proteolytic cleavage (Fig. 4). The confor-
mational rearrangement of C3b into iC3b removes previous
surfaces present in C3b that are crucial for the assembly of the
AP C3 convertase and for recognition of complement regulators,
such as fH and MCP. On the other hand, this rearrangement
generates binding surfaces for the interaction with CR2, CR3
and CR4, which mediate important immunological responses,
enhancing B cell-mediated immunity, down-modulating inﬂam-
mation, and targeting pathogens for clearance by phagocytosis.
Materials and Methods
Further details are provided in SI Materials and Methods.
Puriﬁcation of iC3b. iC3b was either purchased from Merck (Calbiochem) or
produced from C3 puriﬁed from plasma as described previously (31).
Biosensor Analysis/Binding Afﬁnity Assays Using SPR. All analyses were carried
out on a Biacore T100 (GE Healthcare). Further details are presented in SI
Materials and Methods.
EM and 3D Reconstruction of iC3b. C3b preparations were negatively stained
with 2% (mass/vol) uranyl formate and visualized in a JEOL 1230 trans-
mission electron microscope. A total of 29,730 images of iC3b were extracted
and reﬁned using either an RCT structure or a featureless Gaussian blob as
an initial template (Fig. S9). The resolution of the structure was estimated as
24 Å (Fig. S2). The atomic structures of the MG ring from C3 (PDB ID code
2A73) (20) and C3b (PDB ID code 2I07) (21) were ﬁtted within the EM density,
showing cross-correlation coefﬁcients >0.8.
SAXS. SAXS data were collected at the BioSAXS station (ID14EH3) at the
European Synchrotron Radiation Facility. Further details are presented in SI
Materials and Methods.
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SI Materials and Methods
Puriﬁcation of C3, C3b, iC3b, fH, fI, fB, and sCR1. iC3b was either
purchased from Merck (Calbiochem) or produced from C3 pu-
riﬁed from plasma as described previously (1). C3 was processed
to C3b by adding fB and fD (Calbiochem) in 20 mM Tris, 150
mM NaCl, and 2 mM MgCl2, followed by incubation for 1 h at
37 °C. The product was loaded into a MonoQ column (GE
Healthcare) equilibrated with 20 mM Tris (pH 8.6), and the
bound protein was eluted using a gradient to 350 mM NaCl.
Fractions containing C3b were pooled and dialyzed against 20
mM Tris, 150 mM NaCl, and 0.02% (vol/vol) Tween-20 (pH 7.6),
and they were then incubated at 37 °C for 1 h with soluble re-
combinant MCP (sMCP; a generous gift from Susan Lea, Oxford
University, Oxford, United Kingdom) and fI. This incubation,
containing iC3b and the remaining noncleaved C3b, was loaded
into a Superose6 column (GE Healthcare) equilibrated with 10
mM Hepes (pH 7.6) and 100 mM NaCl, and the fractions con-
taining iC3b were pooled and stored at −80 °C. fH and fI from
human plasma were puriﬁed by immunoafﬁnity chromatography.
Brieﬂy, ﬁltered plasma was loaded into an immunoafﬁnity col-
umn coupled to mouse anti-human fH (in-house Ab 214) or fI
(Ab MRCox21, a generous gift from Robert Sim from Oxford
University, Oxford, United Kingdom) mAbs.
Bound protein was eluted at low pH, and fractions containing
the protein were pooled and loaded into a Superose6 column
equilibrated with 10 mM Hepes (pH 7.6) and 100 mM NaCl.
Recombinant fB (rfB) and D279G-fB (rfB-D279G) were puriﬁed
from the supernatant of CHO cells as described previously (2).
Soluble CR1 (sCR1) was a generous gift from T Cell Sciences.
Fluid Phase Assays.Twenty micrograms of C3b/iC3b was incubated
at 37 °C with fH (10 μg), sMCP (6 μg) or sCR1 (6 μg) and fI (1.2
μg) in 20 mM Tris and 40 mM NaCl or 20 mM Tris 15 and 0 mM
NaCl. Two micrograms of iC3b were removed from the reaction
mix after 0, 1, 2, 5, 10, 60, 120, and 180 min, and the reaction was
stopped by adding SDS sample buffer. Samples were analyzed in
10% SDS/PAGE under reducing conditions. Gels were stained
with Coomassie brilliant blue R-250 (BioRad).
Biosensor Analysis/Binding Afﬁnity Assays Using SPR. All analyses
were carried out on a Biacore T100 (GE Healthcare). C3b was
amine-coupled to aCM5 (carboxymethylated dextran) sensor chip
as instructed by the manufacturer (GE Healthcare, NHS/EDC
coupling kit). For fH and sMCP kinetics and for convertase for-
mation, 501 relative units (RU) of iC3b and 510 RU of C3b were
immobilized. To analyze CR1 binding, 92 RU of C3b or 88 RU of
iC3b was immobilized. Data were collected at 25 °C at a ﬂow rate
of 30 μL/min and were double-referenced (data from a reference
cell and a buffer injection were subtracted) to control for bulk
refractive index changes. Analytes were ﬂowed across the C3b
surface at different concentrations; in the case of convertase ki-
netics, fD was included at 1 μg/mL Convertase formation was
analyzed in 10 mM Hepes (pH 7.4), 100 mM NaCl, 1 mMMgCl2,
and 0.01% SP20, and regulator kinetics were analyzed in 10 mM
Hepes (pH 7.4), 150 mM NaCl, and 0.01% SP20; the surface was
regenerated in all cases with 10 mM sodium acetate (pH 4) and 1
M NaCl. Data were evaluated using Biaevaluation T100 evalua-
tion software (version 1.1) (GE Healthcare), and fH, sMCP, and
sCR1 kinetics were analyzed by steady-state analysis. Global ﬁtting
was used to determine kinetic parameters that ﬁtted all curves
(differing concentrations) within an experiment.
EM and 3D Reconstruction of iC3b. iC3b preparations were sub-
jected to a ﬁnal puriﬁcation step using size-exclusion Superdex
200 chromatography (GE Healthcare) in 20 mM Tris-HCl (pH
7.5) and 150 mM NaCl before the preparation of EM grids. A
selected fraction (labeled in Fig. S1) was adsorbed onto glow-
discharged carbon-coated grids and negatively stained with 2%
(mass/vol) uranyl formate. Grids were visualized in a JEOL 1230
transmission electron microscope operated at 100 kV, and mi-
crographs were recorded under low-dose conditions at a nominal
magniﬁcation of 50,000×. Micrographs were digitalized using a
Minolta Dimage Scan Multi PRO scanner.
Untilted (0°) and tilted (47°) micrographs were sequentially
taken from a particular area in the grid following an RCT data
collection scheme (3). Two thousand pairs of manually extracted
particles were used for the RCT reconstruction, performed us-
ing XMIPP (4). The RCT reconstruction was low-pass–ﬁltered
and used as an ab initio reference model for angular reﬁnement
(see below).
For angular reﬁnement, an independent set of micrographs
was collected without tilting the specimen holder. Additionally,
micrographs were recorded at 47° tilting to increase the number of
views obtained for iC3b, and the images extracted were added to
the dataset collected without tilting. A total of 29,730 images of
iC3b were extracted using EMAN (5) and subjected to 2D refer-
ence-free alignment and classiﬁcation using maximum-likelihood
multireference methods (6) as implemented in XMIPP (4). Im-
ages were then reﬁned in EMAN (5) using theRCT structure as an
initial template. The best 17,178 images of the dataset, as de-
termined by parameters during angular reﬁnement, showed a good
angular coverage (Fig. S2C), and these were used to build the ﬁnal
structure. The resolution of the structure was estimated as 24 Å
using Fourier shell correlation of two independent reconstructions
and a cutoff of 0.5 (Fig. S2D). As a control, we also used a fea-
tureless Gaussian blob as a starting template in an independent
angular reﬁnement experiment, where there is a minimum bias by
the initial reference (Fig. S9). In this case, 7,800 particles from the
iC3b sample puriﬁed from plasma were manually extracted and
reﬁned using EMAN. After a few rounds of reﬁnement, the re-
construction quickly reﬁned to similar structural features as those
found for the structure reﬁned from the RCTmodel (Fig. S9), thus
validating the structure obtained.
To investigate the presence of conformational heterogeneity in
iC3b, the data were reﬁned using 3D maximum-likelihood classi-
ﬁcation (7). After convergence of the 3D maximum-likelihood
reﬁnement, the dataset was sorted and split into three homoge-
neous subsets. The three output volumes resembled the average
structure of iC3b, indicating that there was no signiﬁcant confor-
mational heterogeneity of iC3b at the resolution of these studies
(Fig. S3).
Fitting of the Atomic Structures into the EM Maps. The atomic
structuresof theMGringfromC3(PDBIDcode2A73) (8)andfrom
C3b (PDB ID code 2I07) (9) were ﬁtted within the EM density
using SITUS (10), showing cross-correlation coefﬁcients >0.8.
TED, C345C, and CUB domains were manually ﬁtted within the
EM density, and the ﬁtting was reﬁned using the COLOCOR
program from SITUS (10) and University of California, San
Francisco (UCSF) Chimera (11). The putative location of the TED
and CUB domains in the EM was represented after coloring the
corresponding density of the EMmap. All EMmaps and structures
were visualized using UCSF Chimera (11).
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SAXS. SAXS data were collected at the BioSAXS station
(ID14EH3) at the European Synchrotron Radiation Facility. The
wavelength was ﬁxed to λ = 0.931 Å (13.32 keV), and the
sample-to-detector distance was set to 2.43 m, resulting in a
scattering vector, q, ranging from 0.009 to 0.6 Å−1. The scattering
vector is deﬁned as q = 4pi sinθ/λ, where 2θ is the scattering
angle. All experiments were performed at 5 °C. Thirty-ﬁve mi-
croliters of puriﬁed homogeneous protein samples (C3, C3b, and
iC3b) were loaded into a 1.8-mm quartz capillary mounted in
vacuum, and solution scattering data were measured using an
automated robotic sampler that ensures a constant ﬂow of
sample through the beam during X-ray exposure to minimize
radiation damage. 2D scattering images were collected using a
PILATUS 1M detector (Dectris) at a sample-to-detector dis-
tance of 2.43 m. A standard data collection time of 5 min, split
into ten 30-s exposure frames, was used for all samples. The
individual frames were processed automatically by the data col-
lection software BsxCUBE, developed at the European Syn-
chrotron Radiation Facility (ESRF), yielding individual radially
averaged curves of normalized intensity vs. scattering vector
q, which were subsequently averaged for each measurement.
Scattered intensity distributions were radially averaged and
corrected by subtraction of buffer scattering using PRIMUS (12)
from the Atsas program package. Absence of radiation-induced
damage was conﬁrmed by manual inspection before merging of
the scattering data. A range of C3 (1–5 mg/mL), C3b (1–3 mg/
mL), and iC3b (1–5 mg/mL) concentrations was measured, and
concentration-dependent interparticle effects were investigated
using Guinier plots (13). Normalized curves obtained after
minimizing radiation and interparticle effects (with the best
signal-to-noise ratio) were then used to determine the model-
independent scattering parameters (Table S1) using the pair
distance distribution P(r) functions, calculated by the program
GNOM (14): radius of gyration (RG), estimated molecular mass,
particle volume, and maximum dimension (Dmax). The RG was
derived by the Guinier approximation I(q) = I(0) exp(−q2RG2/3)
with the limits qRG < 1.6. The P(r) functions were computed
with the program CRYSOL (15) from the SAXS data for C3,
C3b, and iC3b and from the EM structure of iC3b. Multiple runs
of ab initio modeling performed with DAMMIF (16) were as-
sessed and averaged with DAMAVER (16), and the theoretical
scattering for reference C3 (PDB ID code 2A73) (8), C3b (PDB
ID code 2I07) (9), and C3c (PDB ID code 2A74) (8) crystal
structures or the iC3b EM model was computed for direct cross-
comparison with the experimental solution scattering data from
C3, C3b, or iC3b and ﬁtted to the merged scattering curves using
the program CRYSOL. As expected, each sample’s experimental
curve ﬁtted its respective crystallographic model best [i.e., with
the lowest χ2 value (C3, χ2 = 3.429; C3b, χ2 = 2.603)]; likewise,
the P(r) functions for each molecule showed a distinctive shape
and Dmax features that enabled meaningful comparisons with the
iC3b SAXS and EM structures, for which there is no available
atomic model for comparison. We refrained from constructing
a hypothetical iC3b model from the available X-ray crystal
structures for theoretical scattering calculation to avoid biasing
the results and introducing rigid body-ﬁtted chimeric models
without appropriate experimental support. The overall shapes
were restored from the experimental SAXS data by averaging
over multiple runs of the program DAMMIF; the resulting un-
biased ab initio models showed a remarkable agreement with the
crystal structures of C3 and C3b and, more importantly, cor-
roborated the global shape and structural organization of the
iC3b molecule as revealed by EM.
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Fig. S1. Puriﬁcation of iC3b. (A) Elution proﬁle from gel ﬁltration chromatography of iC3b generated by the incubation of C3b with sMCP and sub-
stoichometric amounts of fI. sMCP is resolved from the largest peak corresponding to iC3b. (B) Silver stain SDS/PAGE of the fractions collected after gel ﬁl-
tration chromatography in A. The fraction selected for EM is labeled. (C) Elution proﬁle from gel ﬁltration chromatography of iC3b from Calbiochem. (D) Silver
stain SDS/PAGE of iC3b from Calbiochem. The fraction selected for EM is labeled.
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Fig. S2. EM of iC3b. (A) Typical ﬁeld of iC3b is observed in the electron microscope, where several individual molecules have been boxed. (Scale bar: 100 nm.)
(B) Gallery of the particles selected in A. (C) Angular coverage of the images in the dataset. The Euler angle of each image is represented as a red sphere, using
XMIPP (4), whose diameter is proportional to the number of images assigned to each orientation after angular reﬁnement. The images in the dataset cor-
responded to a large range of orientations along the longitudinal axis of the protein. (D) Fourier shell correlation for the reconstruction of iC3b is shown. The
resolution of the structure was estimated at 24 Å using a cross-correlation coefﬁcient of 0.5. (E) Reference-free 2D averages of iC3b puriﬁed for this work.
These were identical to those obtained for the commercial preparation from Calbiochem (Fig. 1). (F) RCT reconstruction of iC3b. (Left) Reference-free 2D
average of iC3b at 0° tilt obtained after classiﬁcation with maximum-likelihood methods using XMIPP is shown (4). Several views of the RCT structure (Right)
obtained from the pairs of images corresponding to the average shown (Left). Despite the low resolution of the structure, the MG ring is clearly visible, as well
as density at the top of the ring.
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Fig. S3. Analysis of the conformational heterogeneity in iC3b. The dataset was classiﬁed into three homogeneous subsets using 3D maximum-likelihood
classiﬁcation (7). A similar view of each of the three structures obtained after classiﬁcation is shown, and each structure is colored differently. The conformation
of the three structures obtained was found to be very similar at the level of the resolution of these studies.
Fig. S4. fB does not form a convertase with iC3b. It is well established that iC3b does not interact with fB; therefore, it cannot build a C3 convertase. These
ideas were challenged recently (1) by experiments showing that iC3b can assemble an active C3 convertase with a disease-associated fB mutant (D279G) that
presents increased afﬁnity for C3b. Because these data raised the possibility that the binding sites for fB in C3b are not fully disrupted in iC3b, we set up
experiments to replicate these fB mutant data with our highly puriﬁed C3b and iC3b preparations. C3b (A and C, 510 RU) and iC3b (B and D, 501 RU) were
immobilized on the chip surface, and recombinant fB (rfB)-WT (A and B) or rfB-D279G (C and D) was ﬂowed across at varying concentrations in the presence of
Mg2+ and fD [in 10 mM Hepes (pH 7.4) and 100 mM NaCl]. Convertase was formed efﬁciently on C3b. rfB-WT did not form convertase on iC3b (B), and minimal
binding of rfB-D279G to iC3b was only discerned at very high concentrations (D). Black dashed lines in C and D indicate binding of rfB-WT or rfB-D279G to C3b.
1. Roumenina LT, et al. (2009) Hyperfunctional C3 convertase leads to complement deposition on endothelial cells and contributes to atypical hemolytic uremic syndrome. Blood 114:
2837–2845.
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Fig. S5. iC3b does not induce fB cleavage in the presence of fD. To determine whether binding to iC3b might result in activation of fB, iC3b was incubated
with recombinant fB-wild type and rfB-D279G in the presence of fD at 37 °C. rfB, recombinant fB; wt, wild type. The time course of the proteolytic cleavage of
rfB and rfB-D279G in the presence of C3b or iC3b (both at 462 μM), after adding the protease fD, is shown. Proteins were incubated at the indicated times, and
samples were analyzed using 10% PAGE. Cleavage of fB was followed by the appearance of the Ba and Bb products of the digestion. Our failure to obtain
evidence that iC3b interacts with fB and/or causes its proteolysis by fD is consistent with early data and with the iC3b structural data presented in this report.
Our conclusion is that the fB binding site in C3b is disrupted in iC3b, dramatically reducing the overall afﬁnity between fB and iC3b and preventing AP C3-
convertase formation on iC3b.
Fig. S6. Conformation of iC3b is compatible with CRIg binding and incompatible with fH binding. (A) Atomic structure of the C3b:fH(SCR1–4) complex (1). fH
is rendered as a surface and colored in red. C3b is shown as yellow ribbons. (B) 3D-EM structure of iC3b, where the atomic structure of fH was superimposed as
it is found in the C3b:fH(SCR1–4) complex (1). This model was obtained by aligning the MG rings of C3b in the C3b:fH(SCR1–4) complex (1) and the MG ring of
the EM structure of iC3b. The movement of the TED domain in iC3b disrupts some of interaction sites of C3b for fH. (C) Model for the interaction of iC3b with
CRIg. The structure of the complex between C3b and CRIg (PDB ID code 2ICF) (2) was aligned with iC3b using the MG ring as a reference for the alignment.
1. Wu J, et al. (2009) Structure of complement fragment C3b-factor H and implications for host protection by complement regulators. Nat Immunol 10:728–733.
2. Wiesmann C, et al. (2006) Structure of C3b in complex with CRIg gives insights into regulation of complement activation. Nature 444:217–220.
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Fig. S7. SPR analysis of fH, sMCP, and sCR1 binding to C3b and iC3b. Interactions of C3b and iC3b with the complement regulators were analyzed by SPR by
ﬂowing fH, sMCP, and sCR1 over a C3b- or iC3b-immobilized surface at 150 mM NaCl. C3b (501 RU) and iC3b (510 RU) were immobilized on the chip surface,
and fH (A) or sMCP (B) was ﬂowed across at varying concentrations. (Right) Afﬁnity of binding to C3b was measured by steady-state analysis. (Inset) Binding to
iC3b is shown. (C) To assess binding of CR1, low levels of C3b (Left, 92 RU) or iC3b (Right, 88 RU) were immobilized and sCR1 was ﬂowed across. Binding was
heterogeneous, as indicated by the steady-state plot, attributable to interaction of multiple sites within CR1 to C3b. Afﬁnity was estimated as 0.14 μM. All
analyses were performed in 10 mM Hepes (pH 7.4), 150 mM NaCl, and 0.01% SP20; fH and MCP afﬁnities were measured three times (mean ± SD shown), and
CR1 was measured twice (mean shown). As expected, all three regulators bound efﬁciently to C3b (501 RU) with a Kd of 1.2 ± 0.1 μM (fH) and 1.11 ± 0.09 μM
(sMCP). Afﬁnity of sCR1 could not be measured accurately in this orientation (and with 500 RU of immobilized C3b) because of extremely high levels of binding
and extreme heterogeneity, likely attributable to multiple binding sites along the length of the molecule. (C) However, by immobilizing very small amounts of
C3b (100 RU, amine-coupled) on the chip, it was possible to measure an approximate Kd of 0.14 μM, albeit with some heterogeneity remaining (Inset). In-
terestingly, the overall afﬁnities between sCR1, fH or sMCP, and iC3b are dramatically reduced compared with those between the regulators and C3b, in-
dicating that their binding sites are disrupted in iC3b. As with C3b, sCR1 is the regulator that binds best to iC3b. fH shows minimal residual binding to iC3b,
whereas binding of sMCP to iC3b is negligible.
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Fig. S8. Conformation of iC3b inﬂuences fI-mediated cleavage in the presence of cofactors fH, sMCP, and sCR1. Cleavage of C3b by fI in the presence of sMCP
(Top), fH (Middle), or sCR1 (Bottom) using conditions of low ionic strength (40 mM NaCl) and physiological ionic strength (150 mM NaCl). The products resulting
from the cleavage of the α65 chain of iC3b have been labeled with an asterisk. In agreement with early data in the literature, addition of each of the three
regulators resulted in very rapid cleavage of C3b into iC3b by fI, indicating that the structure of C3b allows efﬁcient binding of the regulators fH, sMCP, CR1,
and, subsequently, fI. In contrast, cleavage of iC3b into C3dg and C3c in the presence of sCR1 is slow and dependent on ionic strength. Importantly, clearly, fH
and, minimally, sMCP are able to induce some cleavage of iC3b by fI in low-salt conditions (40 mM NaCl).
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Fig. S9. 3D reconstruction of iC3b using a Gaussian blob as an initial template. (A) Dataset of iC3b images was reﬁned using a Gaussian blob as a starting
reference. (B) Despite the absence of bias, after a few steps of reﬁnement, the reconstruction acquired structural features very similar to those observed when
the dataset was reﬁned from the RCT structure.
Table S1. Model-independent parameters obtained from SAXS
data and theoretical parameters calculated from EM and X-ray
diffraction structures
Species RG*, Å Dmax
†, Å
Molecular mass
(SAXS)‡, kDa
SAXS C3 49.90 ± 0.04 ∼175 ∼181
C3b 56.30 ± 0.06 ∼197 ∼169
iC3b 49.5 ± 0.1 ∼183 ∼164
EM iC3b 48.0 ∼154 n.a.
XRD C3 51.8 158 n.a.
C3b 54.8 172 n.a.
*RG according to the Guinier approximation (13) for SAXS data and calcu-
lated parameters from EM and XRD structures. XRD, X-ray diffraction.
†Averaged experimental Dmax from SAXS data and calculated parameters
from EM and XRD structures.
‡Molecular mass (SAXS) given by Porod volume (1). n.a., not applicable.
1. Porod G (1982) Small Angle X-Ray Scattering, eds Glatter O, Kratky O (Academic, London), pp 17–51.
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The proteolytic cleavage of C3 to generate C3b is the central and most
important step in the activation of complement, a major component of
innate immunity. The comparison of the crystal structures of C3 and C3b
illustrates large conformational changes during the transition from C3 to
C3b. Exposure of a reactive thio-ester group allows C3b to bind covalently
to surfaces such as pathogens or apoptotic cellular debris. The displace-
ment of the thio-ester-containing domain (TED) exposes hidden surfaces
that mediate the interaction with complement factor B to assemble the C3-
convertase of the alternative pathway (AP). In addition, the displacement
of the TED and its interaction with the macroglobulin 1 (MG1) domain
generates an extended surface in C3b where the complement regulators fac-
tor H (FH), decay accelerating factor (DAF), membrane cofactor protein
(MCP) and complement receptor 1 (CR1) can bind, mediating accelerated
decay of the AP C3-convertase and proteolytic inactivation of C3b. In the
last few years, evidence has accumulated revealing that the structure of
C3b in solution is significantly more flexible than anticipated. We review
our current knowledge on C3b structural flexibility to propose a general
model where the TED can display a collection of conformations around
the MG ring, as well as a few specialized positions where the TED is held
in one of several fixed locations. Importantly, this conformational hetero-
geneity in C3b impacts complement regulation by affecting the interaction
with regulators.
Role of TED relocation in complement activation and regulation
Complement is a major component of innate immunity
with crucial roles in microbial killing, apoptotic cell
clearance, immune complex handling and modulation
of adaptive immune responses. During complement
activation, three activation pathways converge in the
cleavage of the protein C3 to generate the activated
fragment C3b. The transition from C3 to C3b involves
large conformational changes [1–3]. These changes
affect several regions in the C3 molecule, but the repo-
sitioning of the thio-ester-containing domain (TED)
provides a key requirement for complement activation.
In C3, the TED blocks most of the surfaces potentially
capable of binding to other complement components,
thus producing a rather inactive molecule. In C3b, the
Abbreviations
AP, alternative pathway; C3bB, C3-proconvertase; CR1, complement receptor 1; CUB, complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1; DAF, decay
accelerating factor; EM, single molecule transmission electron microscopy; FB, factor B; FH, factor H; FI, factor I; MCP, membrane cofactor
protein; MDFF, molecular dynamics flexible fitting; MG1, macroglobulin 1; SCR, short consensus repeat; TED, thio-ester-containing domain.
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TED is displaced until it contacts the macroglobulin 1
(MG1) domain, exposing hidden surfaces and generat-
ing new ones that mediate interactions with other com-
plement proteins involved in both complement
activation and regulation. First, C3b exposes a reactive
thio-ester that attaches covalently to the activating sur-
face, restricting complement-mediated lysis and inflam-
mation to the activation site. Second, regions for the
interaction with factor B (FB) are exposed, and C3b
can then assemble an unstable protease complex,
named C3-proconvertase (C3bB), that eventually will
generate the active C3-convertase of the alternative
pathway (AP). Efficient activation of the complement
system depends on an amplification loop in which the
newly generated C3b forms more AP C3-convertase,
amplifying the initial activation [4,5]. The complement
system is also regulated by properdin, a protein that
enhances the stability of the C3-convertase in the AP
and promotes the local amplification of complement
activation [6,7].
In addition, the repositioning of the TED generates
an extended surface for the interaction with factor H
(FH), membrane cofactor protein (MCP; CD46),
decay accelerating factor (DAF; CD55) and comple-
ment receptor 1 (CR1). These regulators protect host
cells from damage by complement [4,5].
Crystal structure of C3b
C3b is made of two polypeptide chains, b (residues 1–
645) and a0 (residues 727–1641), that together form a
core of eight macroglobulin (MG1–MG8) domains
with a linker domain inserted into domain MG6, a
complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1 (CUB) and a TED
connected to MG7 and MG8, and a C345C domain
attached to MG8. Several structures of C3b either
alone [1–3] or in complex with other complement fac-
tors have been resolved over the years [8,9]. These
structures revealed that the core of MG domains
forms a ring decorated by C345C at the top and the
CUB-TED module projecting downwards (Fig. 1). A
comparison between the crystal structures of C3b and
C3 revealed a large conformational change of the
CUB-TED module in addition to movements in other
segments of the protein [1,2].
As mentioned above, C3b can recognize several
complement regulators. FH is the prototypical regula-
tor of the AP, consisting of a single polypeptide of 20
short consensus repeats (SCRs) arranged in a continu-
ous fashion [4,5]. FH binds to C3b, accelerates the
decay of the AP C3-convertase enzyme and acts as a
cofactor for the factor I (FI) mediated proteolytic
inactivation of C3b, which generates iC3b. C3b binds
SCR1 through SCR4 in FH, as revealed by the crystal
structure of C3b bound to the first four SCRs in FH
[8] (Fig. 1), and this interaction is essential for the
decay and FI cofactor activities of FH. SCR1 and
SCR2 in FH contact the acidic a0 N-terminal region
and the MG7 domain in C3b, SCR3 binds the CUB
domain and SCR4 interacts with the MG1 and the
TED [8]. Thus, the interaction between the TED and
MG1 domain in C3b is important for the recognition
of FH. MCP, DAF and CR1 are thought to follow
similar mechanisms [4,5]. In addition, SCR19 and
SCR20 in FH contain a C3b/polyanion binding site
implicated in preventing AP activation on host cells
[10–12]. In conclusion, at the same time that activation
of C3 to generate C3b allows formation of the C3-con-
vertase and triggers the amplification loop, it also gen-
erates the way to be regulated.
Transmission electron microscopy,
X-ray and neutron scattering reveal
that C3b is a flexible molecule
The crystal structure of C3b, including some confor-
mational variations observed in different crystals, has
been presumed to represent the only or the most
relevant functional conformation of this complement
protein. The crystal structure revealed the structural
bases for the attachment of the TED to physiological
membranes, the activation and regulation of comple-
ment, and its proteolytic cleavage to generate iC3b.
Despite this general assumption, in recent years several
reports have provided evidence that other conforma-
tions of C3b are also detected under conditions in
which the protein is not part of a crystal. Images of
C3b obtained by Nishida et al. using single molecule
transmission electron microscopy (EM) revealed views
of C3b compatible with the crystal structure, but sur-
prisingly some molecules also showed a TED detached
from its canonical position [13]. This finding was
reproduced by Alcorlo et al. [14] (Fig. 2A). These
images suggested that the TED could occupy several
positions in C3b and not only the one described by
the crystal structures. In addition, Nishida et al.
observed that C3(N), a form of C3 resulting from the
spontaneous hydrolysis of C3 thio-ester bond by nucle-
ophiles, revealed various conformations by EM, some
with the TED in a similar position to the crystal struc-
ture of C3b but others showing different locations for
the TED [13]. However, it is important to note that it
cannot be ruled out that the conformation of C3b in
the images obtained by EM could be partially affected
by the technique. In these EM studies, C3b molecules
were adsorbed to a carbon surface, washed and stained
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with uranyl acetate or uranyl formate to protect the
sample from the electron beam and increase contrast.
Attachment to the carbon surface together with the
pH and ionic strength of the washing and staining
solutions could potentially affect the conformation of
C3b, although this is quite infrequent for molecules
analysed by these methods. Interestingly, several stud-
ies using C3b in solution have corroborated the find-
ings obtained using EM. Time-resolved fluorescence
resonance energy transfer (FRET) measures using a
fluorophore attached to the thiol group in the TED
confirmed that, in solution, the TED is possibly flexi-
ble and retains some degree of mobility even in the
presence of a fragment of FH corresponding to the
first four SCRs [15]. Recently, analysis of the structure
of C3b using analytical ultracentrifugation and X-ray
and neutron scattering also indicated that the TED
could detach from the MG ring [16]. The significance
of these results was not analysed further, and it could
not be ruled out that these were ‘outlier conforma-
tions’ or ‘defective/inactive protein’. However, recent
reports provide evidence indicating that the conforma-
tional flexibility of C3b can have an impact in the
interaction with other proteins, especially in the con-
text of mutations and polymorphisms (see below)
[16,17].
We have now used C3b images from a sample puri-
fied from human plasma to obtain a better description
of C3b conformational flexibility. This analysis used
similar approaches and methodologies to previous
work by our group [14], but the results are new and
not part of a previous publication. A total of 32 595
images of individual C3b molecules were collected and
subjected to reference free classification methods to
group and average those images derived from similar
views of the protein (Fig. 2A). C3b appeared on the
EM support film in different orientations, but a typical
view showed the MG ring clearly visible as well as
globular densities corresponding to the C345C domain
and TED at the top and at the lower part of the ring,
respectively, as expected for the typical structure of
C3b. In addition, EM revealed that a significant frac-
tion of molecules showed the strong density corre-
sponding to the TED adopting different locations
around the MG ring. These images suggested a flexi-
bility of the TED region, without contacting the MG
Fig. 1. Structures of C3, C3b and C3b complexes. Top centre: Two views of the crystal structure of C3b (PDB ID 2I07) [1,2]. The MG ring
(MG1–7) is coloured blue, C345C domain orange, CUB domain red and the TED green. Top right: One view of the complex between C3b
and SCR1–4 in FH (PDB ID 2WII) [8], with FH coloured yellow. Top left: One view of C3 (PDB ID 2A73). Bottom: One view of the structure
of C3bB (PDB ID 2XWJ) and C3bBb (PDB ID 2WIN), with FB coloured purple [3–5,9].
3885FEBS Journal 282 (2015) 3883–3891 ª 2015 FEBS
M. Alcorlo et al. Conformational flexibility of C3b
ring, although preferential locations were found at the
bottom end of the MG ring towards its right side, in
agreement with the findings by Nishida et al. and
Rodriguez et al. [13,16]. Also, images by Alcorlo et al.
found two additional conformations, not clearly
detected by other authors [14]. In these conformations,
the TED was found in proximity to the MG3 or the
C345C domain (Fig. 2A).
3D description of C3b structural
flexibility
There have been several attempts to describe the 3D
structure of these alternative conformations. Nishida
et al. [13] generated models of C3b based on the rigid-
body movement of domains in the crystal structure to
find the conformation where the theoretical projections
of the model predicted the experimental images of
C3b. These models suggested that the TED could
detach from the core ring formed by the MG domains.
Nevertheless, the models were built to match the
experimental 2D projections of C3b and therefore they
only provided a tentative indication of the conforma-
tions in C3b. More recently, Rodriguez et al. have
analysed the solution structure of C3b using analytical
ultracentrifugation and X-ray and neutron scattering
[16]. They used scattering modelling to reveal that in
physiological 137 mM NaCl the TED and MG1
domain are separated and thus C3b displayed an
extended structure, distinct from that described in the
crystal.
To better understand the conformational hetero-
geneity of C3b we have determined the 3D structures
of the most significant conformations using EM. For
this, we first used ab initio structures determined by
the random conical tilt method and a 3D classifica-
tion and 3D processing strategy [14,18] (Fig. 2B). As
mentioned earlier, these are new results, not pub-
lished before. The MG ring and C345C domains were
readily identified, whereas the TED appeared as a
globular density placed at a certain distance from the
rest of the molecule. These structures revealed several
sub-groups of conformations. Some conformers were
very similar but displayed some variations in the
location of the TED. In all these cases, the TED
appeared separated from the MG ring but at the
same side as in the crystal structure. In addition, one
conformer was clearly different from the rest, whose
distinctive feature was the presence of the TED in
proximity to MG3 (Fig. 2B). Interestingly, this con-
formation was recently described as part of the prop-
erdin–C3bBb complex [18]. Finally, a third type of
conformation was also detected in 2D (i.e. with the
TED in close proximity to the C345C domain)
(Fig. 2A), but we have been unable to obtain its 3D
structure since this conformer was poorly represented
in the data set.
Structural basis of C3b flexibility
To further study the structural basis of the conforma-
tional heterogeneity detected, we focused our study on
the most abundant conformation observed in the image
processing performed here. This conformer shows that
the TED is clearly displaced in comparison with the
crystallographic structure (PDB ID 2I07) [1,3], and we
wondered whether the length of the double linker con-
necting the CUB domain and TED (including residues
P964 to D974 and K1262 to L1270 from chain b) might
allow this reorganization. Otherwise, unfolding of the
CUB domain should be a requirement to enable the
translocation of the TED visualized by EM. We used
molecular dynamics flexible fitting (MDFF) in order to
obtain an atomic model representing the conforma-
tional state captured by EM following standard
Fig. 2. Conformational flexibility of C3b revealed by EM. (A) C3b
molecules observed in the electron microscope reveal several
conformations. (i) Some conformations reflect the movement of
the TED (labelled with an arrow) around the MG ring. (ii) An
alternative conformation shows the TED attached to the MG3
domain. (iii) Some C3b molecule images show the TED stably
placed at the top of the molecule, in the vicinity of C345C. Scale
bar, 10 nm. (B) 3D structure of two C3b conformers (i, ii) obtained
by EM. The locations of the TED (green), the C345C domain
(orange) and the MG ring (grey) are indicated. In the bottom panel,
the structure of the MG ring is partially incomplete due to effects
of the staining agent used for the structure determination, as
explained by Alcorlo et al. [18]. Scale bar, 25 !A.
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methodology (Fig. 3A). For these simulations, the TED
was moved first to fit the density of the domain in the
EM map, and then movements of the CUB domain
were allowed to accommodate within the remaining
density. The simulations showed that a movement of
the TED with respect to its position in the crystal struc-
ture, thanks to the linker that connects the TED with
the CUB domain, could be sufficient to fit the crystal
Fig. 3. Structural basis of C3b flexibility. (A) An atomic model of C3b was obtained by applying MDFF to one of the C3b conformers
obtained using EM of the crystal structure of C3b structure (PDB ID 2I07) [1,2]. Molecular dynamic simulations were carried out with NAMD
2.9 [20] through the MDFF plug-in [21]. The 3D structure of C3b is shown as a grey transparent density. The MG ring is displayed in blue.
The C345C domain, CUB domain and TED are in orange, red and green, respectively. (B) Representation of the trajectories during MDFF of
the atomic structure of C3b. The first frames in the trajectory are shown in red, the middle in white and the end in blue.
Fig. 4. Flexibility of iC3b and properdin-stabilized C3-convertase. (A) Images of iC3b analysed by EM display a conformational flexibility
where the TED moves around the MG ring. The images shown here were obtained for this work, but they are similar to those published
before [13]. Scale bar, 10 nm. (B) Two views of a 3D structure of iC3b, obtained by EM (EMDB ID EMD-1908), showing a TED (green)
attached to the top of the ring. The putative locations of the C345C domain (orange), CUB domain (red) and TED are indicated based on the
assumptions by Alcorlo et al. [14], but these are only tentative and remain speculative at the current resolution of this structure. Scale bar,
25 !A. (C) Two views of the structure of properdin–C3-convertase complex resolved by Alcorlo et al. (EMDB ID EMD-2403) [18]. A fragment
of properdin (purple) is found to interact with the regions in C3b and FB, stabilizing the complex. The structure of the MG ring is partially
incomplete due to effects of the staining agent used for the structure determination, as explained in Alcorlo et al. [18]. The structure shows
the TED located in a similar position to that found for the C3b conformer labelled (ii) in Fig. 2. Scale bar, 25 !A. vWA, von Willebrand domain;
SP, serine protease domain in FB.
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structure into the EM map (see trajectories in Fig. 3B
and Movie S1).
Summarizing the evidence described above, a model
emerges where C3b can display a collection of confor-
mations, since the contacts sustaining the interaction
of the TED with the MG ring are not strong. These
contacts could be affected by mutations, polymor-
phisms and conditions such as pH and ionic strength.
The connection between the CUB domain and TED
has sufficient length to enable the conformational rear-
rangements observed by EM. Nonetheless, it is reason-
able to assume that some flexibility of the CUB
domain could also contribute to the conformational
heterogeneity of C3b.
iC3b recapitulates the flexibility
observed in C3b
Interestingly, the study of the structure of iC3b, a
fragment of C3b generated after cleavage by FI,
using EM has also revealed conformational flexibility
and two apparently distinctive structural models. On
the one hand, images of iC3b alone and in complex
with complement receptor 4 (CR4, integrin aXb2,
CD11c/CD18) showed that the position of the TED
fluctuates around the MG ring [13,19] (Fig. 4A). The
observed conformational flexibility recapitulates the
findings of C3b but the EM images suggest an
enhanced degree of freedom for the TED, probably
correlated with the cleavage at the CUB domain.
Such degree of flexibility implies that the conven-
tional techniques used to average similar molecule
images results in many cases in images where only
the MG ring and the C345C domain are visualized
whereas the density corresponding to the TED is
smeared out and not clearly visible [13,19]. The flexi-
bility of the TED in iC3b could rationalize that
CR1-mediated cleavage of C3b to generate iC3b is
very fast whereas cleavage of iC3b to produce C3dg
and C3c fragments is very slow. We suggest that a
very mobile TED in iC3b would interfere with proper
binding of CR1 to iC3b.
In contrast to this flexible conformation of iC3b,
another EM study revealed that the majority of the
iC3b molecules in the experiment agreed with a defined
conformation where the TED was placed in the vicin-
ity of the C345C domain [14] (Fig. 4B). Quite surpris-
ingly, in this conformation the TED moves to
positions more similar, although different, to those
found in C3, and consequently iC3b would be unable
to assemble the C3-convertase due to the disruption of
the binding site for FB. In agreement with this model,
an almost imperceptible binding of FB to iC3b was
found using surface plasmon resonance [14]. The struc-
tural and molecular bases for such arrangement are
currently obscure, but it is possible that a flexible
TED, either in C3b or iC3b, can be stabilized in a few
defined positions through alternative intramolecular
interactions to those described in the crystal structure
of C3b. iC3b interacts with CR3 and CR4 receptors,
and current evidence suggests that the interaction with
these receptors involves regions of the TED and
regions in the rest of the protein. How this can occur
is unknown since it involves the recognition of seg-
ments of iC3b that are quite distant in the context of
the flexible conformation. It is tempting to speculate
that the stabilization of the TED at a defined position
could generate the 3D arrangement to approximate
the TED to other segments of iC3b required for the
recognition of CR3 and/or CR4.
Some unconventional conformations
of C3b can be stabilized by properdin
Properdin is a complement regulator that stabilizes the
C3-convertase and thus plays important roles in
Fig. 5. Residues and mutations in C3b that correlate with C3b
flexibility. One view of the crystal structure of C3b (PDB ID 2I07)
[1,2] is shown highlighting several residues and mutations with
functional significance. A salt bridge between E1032 and R102 is
affected by ionic strength [16]. The C3S (Arg102) versus C3F
(Gly102) polymorphism, indicated as R102G, could also affect this
salt bridge. Residues involved are shown in purple. Two prevalent
aHUS-associated mutations in C3, R161W and I1157T, represented
in dark pink, show defects in complement regulation [17].
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antibacterial defence as well as in inflammatory or
autoimmune diseases [6,7]. Recent structural work
analysing the structure of the properdin–C3bBb com-
plex by EM suggested that properdin functions by
holding together C3b and Bb, thus enhancing the
stability of the interaction [18]. Unexpectedly, the
structure also revealed that the C3b component in a
significant fraction of the properdin–C3bBb complexes
was exposing a large conformational rearrangement
that we can now correlate with one of the conforma-
tions adopted by C3b (Fig. 4C). Such rearrangement
was suggested to affect binding to other complement
regulators, limiting the accelerated decay of C3-conver-
tase and therefore contributing to the functional prop-
erties of properdin. One possible model is that
properdin contributes to stabilizing one of the several
conformational positions of the TED in C3b, as we
have previously suggested for iC3b.
Functional implications of C3b
flexibility
Overall, the available evidence shows that C3b dis-
plays a collection of conformations, suggesting that
the contacts sustaining the interaction of the TED
with the MG ring are not strong and therefore can
Fig. 6. Structural and functional model of
C3b flexibility. Cartoon representation
highlighting the positioning of the TED
around the MG ring. The TED can display
a range of flexible conformations around
the MG ring, but it can also be stably
bound to several regions in the MG ring.
Three of these regions have been
described, which are expected to impact
how C3b is regulated. One of these
conformations has been found to be
enriched in the context of a complex
between C3-convertase and properdin,
although the more ‘conventional’
conformation of the TED was also found
in the C3bBb-convertase complex [18].
iC3b recapitulates some of this
conformational flexibility.
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be affected by mutations, polymorphisms and condi-
tions such as pH and ionic strength. In addition,
this conformational flexibility can have important
functional consequences since the movements of the
TED could remove essential structural determinants
for recognition by C3b of some regulators such as
FH and MCP [5]. As revealed by the crystal struc-
ture of the complex between C3b and SRC1–SCR4
of FH [8] (Fig. 1), this interaction causes the decay
of the C3-convertase. This complex is maintained
through several contacts between FH and C3b, but
the interaction of SCR4 with the TED is essential.
In addition, the TED also contributes to hold
SCR19 and SCR20 and engage FH to membranes
[10–12]. Therefore, it could be anticipated that dis-
placements of the TED should impact the regulation
of C3b and the complement pathway, and recent
evidence is accumulating to support this hypothesis.
iC3b does not bind FH in surface plasmon reso-
nance experiments [14] and FI-dependent proteolytic
inactivation of C3b in the presence of MCP was slo-
wed down in the context of the C3bBb–properdin
complex [18]. These results could be interpreted as
resulting from a poor interaction of C3b with FH
and MCP due to the movement of the TED. In
addition, the work by Rodriguez et al. has shown
that a salt bridge between residue Glu1032 at the
TED and residue 102 at the first MG domain is
affected by ionic strength, suggesting that this could
explain the differential regulation of the C3S
(Arg102) versus C3F (Gly102) polymorphisms [16]
(Fig. 5). Interestingly, Mart!ınez-Barricarte et al. has
recently investigated the functional consequences of
two prevalent aHUS-associated mutations in C3,
R161W and I1157T, providing evidence that a dis-
placement of the TED from the MG ring in C3b in
the mutants correlates with defects in regulation
associated with these mutations [17] (Fig. 5).
Concluding remarks
The crystal structures of C3 and C3b revealed that
the TED functions as a ‘switch’ that controls com-
plement activation and regulation [1–3,5,8,9]. In C3,
the TED blocks regions involved in binding to FB,
and it also occludes a reactive thio-ester, thus effec-
tively preventing complement activation. In contrast,
C3b is an active molecule, as a result of the reposi-
tioning of the TED, which interacts now with the
MG1 domain. Finally, delocalization of the TED in
iC3b affects the efficiency of its degradation in vitro,
and we propose that this can extend its lifetime with
functional consequences. Recent evidence obtained
by biophysical techniques using C3b in solution has
now revealed that C3b displays a richer collection of
conformations than those shown by the crystal struc-
tures (Fig. 6).
We propose a general model where the TED can
display a collection of flexible conformations around
the MG ring, only restricted by the conformational
limits imposed by the connection between the TED
and the rest of the molecule (Fig. 6). This multitude
of localizations of the TED in C3b can contribute to
tune its regulation. This mechanism would somehow
recapitulate the general function of the TED when it
transits from C3 to C3b and iC3b. Within this model
the TED is frequently found delocalized around the
MG ring, but it can also lock to several specialized
positions where specific interactions can hold the
TED. At least three of these defined positions have
been described: the ‘conventional’ position of the
TED as observed in the crystal structures, and con-
formations placing the TED in contact with the
C345C or MG3 domains. C3b has binding sites for
complement regulators (FH, DAF, MCP, CR1), and
evidence suggests that the conformational flexibility
of C3b will impact how and if these interactions can
occur [16,17], thus adding an unanticipated complex-
ity in complement regulation.
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C3 is the central component of the complement system. Upon activation, C3 sequentially
generates various proteolytic fragments, C3a, C3b, iC3b, C3dg, each of them exposing
novel surfaces, which are sites of interaction with other proteins. C3 and its fragments are
therapeutic targets and markers of complement activation. We report the structural and
functional characterization of four monoclonal antibodies (mAbs) generated by immuniz-
ing C3-deficientmicewith amixture of human C3b, iC3b and C3dg fragments, and discuss
their potential applications. This collection includes three mAbs interacting with native
C3 and inhibiting AP complement activation; two of themby blocking the cleavage of C3 by
the AP C3-converase and one by impeding formation of the AP C3-convertase. The inter-
action sites of thesemAbs in the target molecules were determined by resolving the struc-
tures of Fab fragments bound to C3b and/or iC3b using electronmicroscopy. A fourthmAb
specifically recognizes the iC3b, C3dg, and C3d fragments. It binds to an evolutionary-
conserved neoepitope generated after C3b cleavage by FI, detecting iC3b/C3dg deposition
over opsonized surfaces by flow cytometry and immunohistochemistry in human and
other species. Because well-characterized anti-complement mAbs are uncommon, the
mAbs reported here may offer interesting therapeutic and diagnostic opportunities.
Keywords: Complement inhibition ! C3 ! C3b ! C3bBb convertase ! Monoclonal antibody
! Additional supporting information may be found in the online version of this article at thepublisher’s web-site
Introduction
Complement is an essential component of innate immunity and
one of the major triggers of inflammatory responses. It plays a
crucial role in microbial killing, apoptotic cell clearance, immune
complex handling, and modulation of adaptive immune responses
[1, 2]. Complement is initiated by three activation pathways, the
Correspondence: Prof. Oscar Llorca
e-mail: ollorca@cib.csic.es; srdecordoba@cib.csic.es
classical pathway (CP), the lectin pathway (LP), and the alterna-
tive pathway (AP). The critical step in these activation pathways is
the formation of labile protease complexes, termed C3-convertases
(C3bBb in the AP; C4b2a in the CP/LP) that cleave C3 to gener-
ate the active fragment, C3b. When C3b is generated, a reactive
thioester is exposed which permits covalent binding of C3b to
hydroxyl or primary amine groups on the activating surface. C3b
∗Shared first authorship.
†Shared last authorship.
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Table 1. Characterization of the anti-C3 mAbs
mAbs Isotype Fragment
recognition
Domain
recognition
KD(M) Ka (M−1*s−1) Kd(s−1) Functional impact on C3
C3-16.4 IgG1 C3b, iC3b, C3c MG2, MG6 1.2 nM 3.7*10+4 4.4*10−5 Blocks AP C3-convertase
formation
C3-12.17 IgG2a C3b, iC3b, C3c MG3, MG4 63 nM 7.8*10+4 5*10−5 Blocks C3 activation by AP
C3-convertase
C3-42.3 IgG2a C3b, iC3b, C3c MG4, MG5 0.73 nM – – Blocks C3 activation by AP
C3-convertase
C3-12.2 IgG1 iC3b, C3dg, C3d CUB-TED 95 nM 2.2*10+4 2*10−5 na
deposition targets for opsonophagocytosis or direct destruction
by initiating the lytic pathway, which triggers inflammation and
formation of the membrane attack complex (MAC) [3]. The effi-
ciency of complement activation relies on the AP amplification
loop in which the C3b generated by the C3-convertase forms more
AP C3-convertase and provides exponential amplification to the
initial activation. In host, complement activation is strictly reg-
ulated and limited to the activator surface by a set of comple-
ment regulatory proteins in plasma and in the cellular surfaces
[4].
C3 is the central protein in complement activation. It is involved
in the most critical events of complement activation, which are the
deposition of complement on activating surfaces and the ampli-
fication of the initial complement activation by the AP. Not sur-
prisingly, C3 and its activated fragments are preferred therapeu-
tic targets. Indeed, small molecules and monoclonal antibodies
(mAbs) that inhibit C3 activation or block formation of the AP C3-
convertase are considered the treatment of choice to prevent or
ameliorate a long list of diseases in which dysregulation of the AP
C3 convertase and C3 activation contributes to pathology by sus-
taining inflammation and perpetuating tissue damage [5–18]. In
addition, because the covalent binding of C3 to complement acti-
vating surfaces is very stable, the identification of tissue-bound C3
activated fragments is routinely used as biomarker to reveal sites
of complement activation.
Unfortunately, the repertoire of mAbs to C3with potential ther-
apeutic and diagnostic potential is limited, especially those that
have been well characterized. Here we report the generation and
complete functional and structural characterization of three novel
mAbs that bind to C3 and block AP activation either by prevent-
ing C3 cleavage or inhibiting the assembly of the AP C3 conver-
tase. These mAbs may offer novel therapeutic opportunities. We
also describe one additional mAb that specifically recognizes iC3b,
C3dg, and C3d. This last mAb reveals sites of on-going comple-
ment activation and thus could be used for targeted therapeutics
or diagnostic purposes.
Results
Generation of mAbs targeting human C3, C3b, iC3b,
and C3dg in mice
To generate monoclonal antibodies (mAbs) recognizing function-
ally relevant domains in C3 or its activated derivatives, we immu-
nized C3-deficient female C57Bl/6 mice with a mixture of human
C3b, iC3b, and C3dg fragments following standard procedures.
The rationale behind the use of C3-deficient mice was to avoid
tolerance towards the functionally relevant regions of human C3
fragments, which are likely those most evolutionary conserved.
Hybridomas producing anti C3 mAbs were selected first based
on their reactivity for C3 in ELISA, using a collection of purified
proteins (C3, C3b, iC3b, C3c, and C3dg), and their capacity to
inhibit AP-mediated lysis in a hemolysis assay using rabbit ery-
throcytes. Four clones (C3-16.4, C3-12.17, C3-42.3, and C3-12.2)
were selected by these criteria (Table 1). C3-16.4, C3-12.17, and
C3-42.3 recognize C3b, iC3b, and C3c and inhibit the lysis of
rabbit erytrocytes in a dose-dependent way (Fig. 1A). They also
completely block opsonization of the rabbit erythrocytes (Fig. 2).
Importantly, the AP inhibitory mAbs achieved a 50% inhibition at
approximately equimolar concentration with C3, thus strengthen-
ing the potential relevance of these mAbs as therapeutic agents. A
fourth mAb C3-12.2 was selected because it specifically recognises
iC3b, C3dg, and C3d.
The binding constants (KD) for C3 (C3-16.4, C3-12.17, and
C3-42.3) and for iC3b (C3-12.2) were determined using Surface
Plasmon Resonance (SPR; Biacore). All four mAbs showed KDs in
the nM range (Table 1). We also tested the reactivity of these four
mAbs in Western Blot (WB) and found that only C3-12.17 and C3-
12.2 bind their targets (both, under reducing and non-reducing
conditions) in this assay. C3-12.17 recognizes an epitope in the β
chain (Fig. 1B and 1C) and C3-12.2 an epitope contained within
C3d (see next section).
C3-12.2 specifically recognizes a neoepitope in iC3b
that is preserved in C3d
C3-12.2 is the only of our four mAbs that does not recognise C3b
in the ELISA assays. It binds to the α´65 chain of iC3b and the
fragments resulting from iC3b cleavage, C3dg and C3d (Table 1).
C3-12.2 does not bind to C3c, confirming that it does not recognise
any region within the MG ring (Fig. 1C). We also observed that
C3-12.2 also binds to C3d (Fig. 3A), which narrowed down the
epitope recognized by the antibody to the C-terminal region of the
C3d fragment, which is exposed only after C3b is cleaved by FI to
generate iC3b. To confirm this result, we incubated either iC3b or
C3d with the Fab fragment generated from C3-12.2 and analyzed
the complex using single-molecule electron microscopy (EM) (Fig.
3B and C). Data generated were compared with those images
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Figure 1. Screening and biochemical characterization of monoclonal
antibodies. (A) Hemolytic assay using rabbit erythrocytes in the pres-
ence of NHS to determine the ability of C3-12.17, C3-42.3, and C3-16.4 to
inhibit complement-mediated lysis. Data points represent mean ± SD
of triplicate samples from one representative experiment out of three.
(B) Detection of C3 fragments in western blot (WB) by the mAb C3-12.17
under reducing (R) and non-reducing conditions (NR). (C) Detection of
C3 fragments inWBby C3-12.2 under reducing conditions (R). (B, C) Data
shown are from a single experiment representative of four experiments
performed.
obtained with the individual proteins. These analyses demonstrate
the formation of C3d-Fab and iC3b-Fab complexes, confirming the
location of interaction site of C3-12.2 in the TED domain of iC3b
(Fig. 3B and C). The conclusion reached by single-molecule EM
is also consistent with our results showing that C3-12.2 does not
interfere with the inactivation of iC3b to C3dg by FI in the presence
of Complement Receptor 1 (CR1) (Fig. 3D).
C3-12.2 demonstrated strong binding to SDS-denatured iC3b,
C3dg, and C3d by WB analysis, but no detectable binding to SDS-
denatured C3 or C3b (Fig. 1C). In addition, WB analysis using
purified C3dg protein and activated plasma from human, mouse
and rat also illustrated that the epitope recognized by mAb C3-
12.2 is evolutionarily-conserved (Fig. 3E).
C3-12.17 and C3-42.3 inhibit the AP by blocking the
interaction of C3 with the AP C3-convertase
C3-12.17 and C3-42.3 efficiently block AP-mediated opsonization
and hemolysis of rabbit erythrocytes in the presence of normal
human serum (Figs. 1A and 2). To determine at which level these
mAbs inhibit the activation of the AP we performed in vitro exper-
iments using purified C3, C3b, FB, and FD. In these experiments,
C3, C3b and an equimolar mixture of C3 and C3b were incubated
with FB and FD at 37°C for 15min and the resulting activated frag-
ments analyzed by SDS-PAGE under reducing conditions (Fig. 4).
In the absence of inhibitory antibodies both, C3 and FB, are com-
pletely consumed, which is illustrated by the disappearance of the
C3 α-chain and FB 90kDa bands and the generation of the C3
α‘-chain and the Bb 60 kDa (Fig. 4). As expected, in the pres-
ence of C3-12.17 and C3-42.3 there was no activation of C3.
However, FB was completely consumed, indicating that these two
mAbs block activation of C3 but do not interfere the formation
of the AP C3-convertase (Fig. 4). Thus, in the presence of C3-
12.17 and C3-42.3, FB can bind C3b (or C3H2O) and FB is then
efficiently cleaved by FD to the Bb and Ba fragments. Our inter-
pretation was that C3-12.17 and C3-42.3 bind to the same region
(or to two separate regions) in C3 and C3b that do not affect
the binding of FB, but impair the interaction of the C3 with the
AP C3-convertase, blocking the cleavage of the C3. Alternatively,
these mAbs could block accessibility to the cleavage site in C3
by the catalytic site of the AP C3-convertase located in the Bb
fragment.
Structural basis of the AP inhibition by C3-12.17 and
C3-42.3
To understand the molecular basis of the inhibition of C3 acti-
vation by C3-12.17 and C3-42.3, we mapped the interaction site
of C3-12.17 and C3-42.3 in C3 by resolving the 3D structure of
the corresponding C3b-Fab complexes using single-molecule EM
(Fig. 5). The Fab fragments from each of the two mAbs were gen-
erated following standard procedures and a molar excess of each
Fab was then incubated with C3b. The C3b–Fab complexes were
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Figure 2. The mAbs C3-12.17, C3-16.4 and C3-42.3 inhibit C3 opsonization of rabbit erythrocytes. Rabbit erythrocytes were incubated with NHS
and excess of the three different mAbs (C3-12.17, C3-16.4, and C3-42.3) and Eculizumab. NHS with EDTA was used as a negative control. Flow
cytometry analysis using a rabbit polyclonal anti-C3 Ab was performed to detect the presence of C3 fragments. This experiment was performed
in triplicate with identical results.
separated from the single components by size exclusion chro-
matography. Elution fractions from these gel filtration experi-
ments were analyzed by SDS-PAGE to confirm the presence of
the C3b–Fab complexes (Fig. 5A). The peak fraction containing
the C3b–Fab complexes for each mAb was then analyzed using
single-molecule EM. To this end, several thousand images of sin-
gle molecules of the immune-complexes were extracted from the
micrographs. 2D classification and image processing was used to
calculate 2D averages with improved signal to noise ratio corre-
sponding to several views of the complex, depending on the orien-
tation of the molecules on the support film used for EM. Averages
clearly revealed the presence of a Fab fragment bound to the MG
Figure 3. C3-12.2 recognizes an epitope in C3d
exposed after cleavage of C3b to iC3b. (A) WB
performed using purified proteins showing that
C3-12.2 binds to the C3d epitope. (B) Electron
microscopy average image of a Fab generated
from C3-12.2 and its immune complex with C3d.
The figure shows a representative 2D average
of the Fab/C3d complex obtained after image
processing of images obtained in the electron
microscope. (C) Representative 2D average of the
immune complex between C3-12.2 and iC3b. The
position of the distinct domains was determined
by comparisonwith previous EM structures from
our group, and they are indicated. (D) C312.2 does
not affect iC3b inactivation to C3dg in presence
of CR1 and FI. Coomassie Blue staining of an in
vitro reaction where iC3b was previously incu-
bated with the C3-12.2 for 10´ at 37°C, and then,
the CR1 and FI were added for another 60´ of
incubation. The inactivation of iC3b is illustrated
by the disappearance of the α´65 band and the
generation of the C3dg band. (E) C3-12.2 recog-
nizes the C3dg fragment in the activated plasma
of human, mouse and rat, indicating that this
mAb binds an evolutionary-conserved epitope in
the C3dgmolecule. Data shown are from a single
experiment representative of three independent
experiments.
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Figure 4. Functional effects of C3-12.17, C3-
42.3, and C3-16.4 in C3 activation in vitro. In
the presence of C3-12.17 and C3-42.3 there
is no activation of C3, but FB is completely
consumed. C3-16.4 blocks the activation of
C3b and FB remains intact, suggesting that
the mAb interferes with the assembly of
the AP C3-convertase. All reactions were
analyzed by Coomassie Blue staining. C3b
was previously incubated with the different
mAbs for 10´ at 37°C, and then, the FB and
FDwere added for another 45´of incubation.
Data shown are form a single experiment
representative of three independent exper-
iments.
ring of C3b, but the positioning of the Fab was different for the
C3-12.17 and C3-42.3 mAbs (Fig. 5B).
The precise location of the Fab in the each of the C3b–Fab com-
plexes was defined more precisely by resolving the 3D structure of
the complexes at 30 A˚ resolution using the single molecule images
of the immune complexes as input for 3D refinement (Fig. 5C).
The 3D structures were interpreted after fitting and combining
the atomic structures of the MG ring from C3b, and a structure
Figure 5. Purification and structure of immune-complexes for C3-42.3 and C3-12.17. (A) Fabs for each of these mAbs were incubated in molar
excess with C3b or iC3b and the mixture was resolved by size-exclusion chromatography (SEC) (left panel). Figure shows only the chromatogram
for the incubation of iC3b and Fab (C3-12.17) as a representative example. As control, each protein and Fab was also subjected to a SEC experiment
before mixing. The immune complexes eluted first in the gel filtration column (continuous line) compared to C3b/iC3b (dashed line) and the Fab
(dotted line). Fractions were analyzed by SDS-PAGE (right panel), and the peak fraction for the mixture containing both C3b/ic3b and the Fab
was selected for structural analysis by electron microscopy (EM). This fraction is labeled in gray color in the chromatogram. (B) Representative
2D averages obtained after averaging several hundreds of images of complexes containing C3b and C3-42.3 (i) or C3-12.17 (ii), obtained in the
electron microscope. The location of the Fab is indicated with a dashed white circle. (C) Two different views of the medium-resolution structure
of the C3b/Fab complexes shown as a white transparent density. The structures were interpreted after fitting the crystal structures of C3b (PDB
2I07) [37] and a representative structure of a Fab. The MG ring is coloured in blue, TED domain in green, C345C in orange, and the Fab in red. (D)
One representative average (top panel), and 3D structure (bottom panel) of Fab (C3-12.17) bound to iC3b. The location of the Fab is indicated within
a dashed circle. In the structure, iC3b appears as in the conformation described in Alcorlo et al [38], and only the atomic structure of the MG ring
and a Fab was fitted.
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Figure 6. Structure of immune-complexes for C3-16.4.
(A) Representative 2D averages obtained after averag-
ing several hundreds of electron microscope images
of complexes containing C3b and C3-16.4 (top). The
location of the Fab is indicated with a dashed white
circle. Two view of the medium-resolution structure
of the C3b/Fab complex shown as a white transpar-
ent density (bottom). The structures were interpreted
after fitting the crystal structures of C3b (PDB 2I07) [37]
and a representative structure of a Fab. Color-coding
as in Fig. 6. (B) One representative average (top), and 3D
structure (bottom) of Fab (C3-16.4) bound to iC3b. The
location of the Fab is indicated within a dashed circle.
In the structure of iC3b, the TED domain is displaced
in several positions on the EM images, and thus, its
density is not observable after 2D and 3D averaging, as
described before [39].
of a representative Fab, into the EM density, following standard
methods used previously in our laboratory. As anticipated, the
3D structures revealed that C3-12.17 and C3-42.3 recognized two
distinct positions of the MG ring. In both cases, the Fab fragment
of the mAb projected from the MG outwards. Our models indi-
cated that C3-12.17 recognizes a region around domains MG3
and MG4, whereas C3-42.3 binds to a region in the proximity
of domains MG4 and MG5. These interaction sites are consis-
tent with the binding specificity of C3-12.17 and C3-42.3 for C3b,
iC3b, and C3c fragment, since all of these fragments contain the
targeted epitopes in the MG ring (Table 1). Using similar meth-
ods, we analyzed the interaction of C3-12.17 with iC3b, finding,
as expected, that C3-12.17 recognizes the same region in iC3b
previously identified using C3b (Fig. 5D). As a whole, the resolu-
tion of the 3D structures of these C3b-Fab complexes explains how
C3-12.17 and C3-42.3 block activation of C3 without affecting the
assembly of the AP C3-convertase. These regions are distant from
both the interaction site of FB and the cleavage site by the AP
C3-convertase, demonstrating that C3-12.17 and C3-42.3 inhibit
C3 activation by binding to a region of C3 and C3b that has been
postulated to be involved in the recognition of the C3 substrate by
the C3bBb AP C3-convertase [19–21].
C3-16.4 inhibits the AP by preventing the formation of
the C3bBb C3-convertase
In contrast to C3-12.17 and C3-42.3 that inhibit C3 activation,
but not the formation of the AP C3 convertase, C3-16.4 blocks
the formation of the AP C3-convertase. In vitro experiments using
purified C3, C3b, FB, and FD show that when these proteins are
incubated together in the presence of C3-16.4 neither C3 and FB
are consumed (Fig. 4). The inhibition of FB cleavage into Bb and
Ba is particularly illustrative when C3b, FB, and FD are incubated
together, as this indicates that C3-16.4 blocks formation of the AP
C3-convertase (Fig. 4). Our conclusion from these data was that
C3-16.4 inhibits AP activation by blocking the interaction of FB
with C3b (or C3H20) and, therefore, the formation of the AP C3
convertase.
Structural basis of the AP inhibition by C3-16.4
Using a similar approach to that described before to map the
binding site of C3-12.17 and C3-42.3 in C3, we have solved the
3D structure of the complexes formed between C3b (or iC3b)
Figure 7. The C3-16.4 Fab fragment blocks
the AP C3-convertase formation and pre-
vents the complementmediated lysis of rab-
bit erythrocytes in presence of NHS. (A) Rab-
bit erythrocytes were incubated with NHS
and increasing concentration of the C3-16.4
Ab or its Fab fragment. Data points represent
mean ± SD of triplicate samples from one
representative experiment out of three. (B)
Coomassie-gel blue staining using purified
proteins shows that the presence of either
full C3-16.4 mAb or its Fab fragment pre-
vent the cleavage of C3 or FB by the AP C3-
convertase. Data shown are from a single
experiment representative of three indepen-
dent experiments.
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Figure 8. The C3-16.4 inhibits complement mediated lysis of rabbit
erythrocytes in presence of mouse serum. Rabbit erythrocytes were
incubated with 20% mouse serum and increasing concentration of the
C3-16.4 mAb. Data points represent mean ± SD of triplicate samples
from one representative experiment out of two.
with the Fab fragment of C3-16.4 (Fig. 6A and B). These data
demonstrate that the C3-16.4 Fab recognizes a region aroundMG2
and MG6, and projects outward the C3b molecule. The region of
C3 mapped by C3-16.4 is proximal, although not identical, to that
mapped by H17, a humanized antibody that blocks FB binding to
C3 and convertase formation [22]. C3-16.4 Fab sits proximal but
not overlapping to regions in C3b involved in binding FB according
to the structure of C3bB [23] (PDB 2XWJ). Thus, the effect of C3-
16.4 on convertase formation must be indirect. A possibility could
be that C3-16.4 alters the conformation of C3b in features essential
for the binding to FB.
We were intrigued to know whether the inhibitory capacity
of C3-16.4 is maintained in its Fab fragment or it is just a con-
sequence of the large steric obstruction caused by the binding
to C3b of the full antibody. Figure 7A illustrates that both full
C3-16.4 and its Fab fragment efficiently inhibit the lysis of rab-
bit erythrocytes; the observed differences in the hemolytic assay
likely being a consequence of the avidity effects on the surface of
the rabbit erythrocytes. Using purified complement components
we also show that both full C3-16.4 and its Fab fragment inhibit
formation of the AP C3-convertase, blocking activation of FB and
C3 (Fig. 7B).
C3-16.4 recognizes mouse C3 and efficiently blocks AP
activation in mouse serum
Elisa assays using mouse serum demonstrated that C3-16.4, but
not C3-12.17 and C3-42.3, recognizes mouse C3 and prevents the
lysis of rabbit erytrocytes by mouse serum in a dose-dependent
manner, achieving 50% blockage at equimolar C3:mAb concen-
trations (IC50: 0.23 µM; [C3]: 0.3 µM) (Fig. 8). Binding constant
(KD) of C3-16.4 for mouse C3 was calculated using SPR as KD =
6.8−8 (M), with Ka = 4.7+4 (1/Ms) and Kd = 3.2−4 (1/s) (Fig. 9).
The KD value for mouse C3 is significantly different from
that observed for human C3, which is basically due to
the fact that C3-16.4 dissociates from mouse C3 very
fast.
C3-12.17, C3-42.3, and C3-16.4 block
complement-mediated lysis of sheep erythrocytes in
in vitro
Atypical haemolytic uremic syndrome (aHUS) is characterized
by impaired protection of endothelial cells from complement-
mediated damage. In a significant numbers of aHUS patients, this
impaired protection is a consequence of pathogenic variants in
the complement factor H protein [24]. Complement dysregula-
tion in aHUS sera can be demonstrated with a hemolytic assay
using sheep erythrocytes [25] .Using an aHUS-like positive sera,
consisting in a normal human serum depleted of 75% of its FH, we
demonstrated that in this in vitro aHUSmodel the mAbs C3-12.17,
C3-42.3 and C3-16.4 inhibit the lysis of the sheep erythrocytes in a
concentration dependent fashion. Total inhibition of the lysis was
achieved in all cases at concentration of the mAb that was essen-
tially equimolar with that of serum C3 ([mAb]: 0.7 µM; [C3]:
0.83 µM) (Fig. 10).
Figure 9. SPR analysis of binding of C3-16.4 mAb to
mouse C3. The C3-16.4 mAb was captured using an
anti-mouse IgG Ab surface and five increasing concen-
trations ofmouse C3were flowed over it. Data were fit-
ted using 1:1 binding model. The resultant constants
are shown at the right part of the panel. Data are from
a single experiment with five samples.
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Figure 10. C3-12.17, C3-42.3 and C3-16.4 block the lysis of sheep ery-
throcytes in an in vitro aHUSmodel. Sheep erythrocyteswere incubated
in presence of 15%aHUS-like serumand increasing concentration of the
mAbs (from 0.05 to 1 µM). An unrelated mAb was used as control. Data
points represent mean ± SD of triplicate samples from one representa-
tive experiment out of three.
Figure 11. C3-12.17 and C3-42.3 efficiently prevent the lysis of PNH
erythrocytes in acidified serum. Ham test with PNH erythrocytes was
performed in the presence of increasing concentrations of the three
mAbs. An unrelated mAb was used as a control. Data points represent
mean ± SD triplicate samples from one representative experiment out
of three.
C3-12.17 and C3-42.3 prevents lysis of PNH
erythrocytes in acidified human serum
Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a rare
complement-mediated hemolytic anemia characterized by the
generation of erythrocytes lacking all GPI-anchored proteins,
including the complement regulators CD55 and CD59, which are
consequently susceptible to complement-mediate lysis [26]. The
Ham test, a classical PNH assay [27], involves exposing the PNH
erythrocytes to NHS acidified to pH 6.4 to initiate activation of the
AP. We have performed the Ham test with PNH erythrocytes from
an eculizumab-treated patient that are heavily opsonised with C3
fragments and demonstrate that addition of C3-12.17 and C3-42.3
efficiently block their lysis in a concentration-dependent fashion
(Fig. 11). Total inhibition of the lysis in both cases was achieved
at concentration of the mAbs that was essentially equimolar with
that of C3 ([mAbs]: 0.92 µM; [C3]: 0.92 µM). Notably, the C3-
16.4 fails to protect the lysis of C3-opsonized PNH erythrocytes,
suggesting that this mAb does not prevent the formation of the
AP C3-convertase when C3b is deposited on the cell surface. To
test this possibility, we performed a haemolytic assay using rabbit
erythrocytes that were heavy opsonized by incubating them with
human serum in the presence of eculizumab.
The data replicate the results with the opsonized PNH ery-
throcytes showing that the mAb C3-16.4 does not protect the
opsonized erythrocytes from lysis, whereas the mAb C3-12.17
does. These results support our conclusion that the mAb C3-
16.4 does not block the AP C3-convertasa formation when C3b
is deposited on the cell surfaces.
Discussion
Monoclonal antibodies (mAbs) against C3 and its activated frag-
ments have many biomedical applications. They can be used to
modulate the biological functions of C3, to target activated C3
fragments as in vivo delivery vehicles for new therapeutics or can
be used as diagnostic agents to reveal sites of on-going comple-
ment activation [28]. These reagents are, however, scarce. We
report here a detailed functional and structural characterization
of four monoclonal antibodies (mAbs), generated by immunizing
C3-deficient mice with a mixture of human C3b, iC3b, and C3dg
fragments, which have these diagnostic and therapeutic potential-
ities. Three of these mAbs very efficiently inhibit activation of the
AP. mAbs C3-12.17 and C3-42.3 bind to C3 and C3b with KDs
in nM range (Table 1 and Figs. 1 and 2, and 4), which result in
an almost irreversible binding to the target molecule at equimo-
lar concentrations. WB analysis (Fig. 1) and 3D modeling using
EM (Fig. 6) demonstrated that they recognize two distinct epi-
topes, both conserved in the C3/C3b/iC3bmolecules, located close
to each other within a region that have been postulated critical
for the recognition of the C3 substrate by the AP C3 convertase
(C3bBb) [19–21]. Binding of these mAbs to C3, or to C3b in the
C3bBb convertase, efficiently blocks C3 activation (Figs. 1 and 2)
and inhibits completely AP activation (Fig. 4). Our data also show
that thesemAbs do not interfere with the assembly of a C3bBb con-
vertase (Fig. 4). In contrast, C3-16.4 and its Fab fragment bind to
an epitope in a region of C3 around MG2-MG6 and impede the
formation of the AP C3 proconvertase (C3bB) (Figs. 4 and 6).
C3-12.17, C3-42.3, and C3-16.4 are, therefore, new mAbs
that can be added to the list of molecules able to block for-
mation and/or activity of the AP C3-convertase and that, upon
humanization could be used to down-modulate the AP in the long
C© 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu
512 Marta Subı´as Hidalgo et al. Eur. J. Immunol. 2017. 47: 504–515
list of diseases in which AP activation contributes to pathology.
To provide proof of concept of the usefulness of the mAbs to
prevent or ameliorate the consequences of complement activa-
tion in diseases characterized by AP complement dysregulation,
we have used them successfully in an in vitro aHUS model with
sheep erythrocytes (Fig. 10) and an ex vivo model using erythro-
cytes from PNH patients who are treated with eculizumab (Fig.
11). Eculizumab treatment has improved significantly the qual-
ity of life of PNH patients. However, because eculizumab does not
block the activity of the AP C3 convertase, C3 opsonization of PNH
erythrocytes persists, resulting in variable percentages of eythro-
cytes covered by C3 fragments, which are susceptible to extracel-
lular hemolysis [29–31]. Using PNH erythrocytes obtained from
patients treated with eculizumab, we were able to show that C3-
12.17 and C3-42.3 efficiently prevented their lysis in the presence
of acidified human serum (Fig. 11).
C3-12.17, C3-42.3, and C3-16.4 are distinct mAbs, targeting
different epitopes in C3. Although these mAbs very efficiently
inhibit the AP activity in human serum, the potential advantages
of one of these mAbs over the others will require direct compar-
isons using in vivo models of disease, which we have not been able
to address. C3-16.4 is the only of the three mAbs that recognizes
both human and mouse C3. However, whilst binding of C3-16.4 to
human C3 results in an almost irreversible binding, the binding of
C3-16.4 to mouse C3 present a very high dissociation constant (Kd
= 3.2−4 (1/s)). This has prevented us from exploring the capacity
of C3-16.4 to inhibit mouse complement in vivo in disease models
generated in this species.
The structure/function correlations generated with the mAbs
C3-12.17, C3-42.3 and C3-16.4 are also important because they
provide additional support to the currently accepted 3D models
that explain the assembly of the C3bBb convertase and the recog-
nition of C3 by the C3bBb convertase. The attachment between
two MG rings revealed by crystal structures of a dimeric conver-
tase complex [21] and the crystal structure of cobra venom factor
in complex with C5 [19] have been used to hypothesize how a
convertase recognizes its substrate, C3. A mutation proximal to
the proposed point of attachment between the convertase and
C3 blocks substrate recognition by the convertase, supporting this
model [20]. Our structural and functional analysis of mAbs C3-
12.17 and C3-42.3 further strengthens this model. Both antibodies
bind to the MG ring at a region that would prevent the formation
of C3/C3b heterodimers, and as predicted by the current model,
both mAbs do not block convertase formation but C3 cleavage to
C3b is affected. On the other hand, C3-16.4 maps a region adja-
cent to that recognized by H17, a humanized antibody that blocks
FB binding to C3b [22]. C3-16.4 interferes with the assembly of a
convertase and the structural analysis suggests that these effects
must be indirect, since the antibody does not bind to a region
involved in the interaction with FB. A possibility could be that C3-
16.4 modifies the conformation of C3b in aspects that are essential
for the binding to FB.
In addition to the three antibodies that inhibit the AP activa-
tion, we report the generation and characterization of a fourth
mAb C3-12.2 that specifically recognizes iC3b, C3dg, and C3d in
human and several other species. This mAb can be used to tar-
get these activated C3 fragments in fluid phase or tissue-bound,
which has both diagnostic and therapeutic importance. mAbs that
recognize efficiently iC3b from different species are scarce and
highly valuable because of their potential applications in clin-
ical and basic research. C3-12.2, for example, was probed to
be useful in detecting human and mouse iC3b/C3dg deposition
over opsonized surfaces by flow cytometry and immunohisto-
chemistry (data not shown), extending the small repertoire of
mAbs that can be used to monitor complement activation [28].
Furthermore, C3-12.2 has also been successfully used in our
laboratory to develop a specific ELISA to measure iC3b and to
purify mouse C3dg to homogeneity from activated whole mouse
serum using a single affinity chromatography step (data not
shown).
In conclusion, mAbs targeting complement proteins are a con-
tinuous source of valuable reagents for the developing of therapeu-
tic and diagnostic tools. They also provide insightful information to
study structural functional relationships in complement activation
and regulation. Despite the existence of other anti-complement
mAbs, those that are well characterized in their functional and
structural properties are not that common. In this respect, our four
novel mAbs against human C3, added to those previously reported
by Thurman et al. [28], offer a repertoire of novel reagents binding
to functional regions or unique neo-epitopes in C3, with relevant
diagnostic and therapeutic potentialities.
Materials and methods
Generation of monoclonal antibodies
C3-deficient mice were immunized with 20 µg of a mixture of the
human activated C3 fragments, C3b, iC3b, and C3dg, emulsified
in complete Freund’s adjuvant. Subsequently, mice were boosted
three times at 2-week intervals with the same amount of C3 frag-
ments in incomplete adjuvant. The mice were screened for the
development of antibodies to C3 by testing their sera in an ELISA
using plates coated with equimolar amounts of the human C3
activated fragments. Positive mice were given an additional boost.
Three days later spleen cells from amouse having a robust immune
response toward C3 were fused to the X63AG8 myeloma cell
line. Candidate hybridomas were cloned by limiting dilution, and
clones recognizing human activated C3 fragments were selected
for further growing. mAbs from these hybridoma clones were puri-
fied from the supernatants by affinity chromatography using a
protein-G sepharose column (Pharmacia, Uppsala, Sweden). The
purity of the mAbs was then analyzed by 10 % SDS-PAGE and
their immunoglobulin isotype determined with the IsoStrip Mouse
Monoclonal Antibody Isotyping Kit (Roche Applied Science). All
animal experimentation has been reviewed and approved by the
CSIC Institutional Review Board (SAF2015-66287-R).
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Isolation of complement components
C3 was purified from plasma EDTA using an established protocol
[32]. C3b was generated by C3-convertase cleavage. iC3b was
produced by incubation of C3b in presence of FH and FI in Hepes
10 mM, NaCl 150 mM, whereas C3dg was produced by incubation
of C3b with FH and FI at low ionic strength. iC3b and C3dg were
purified by anion exchange and size exclusion chromatography.
FD was purchased from Calbiochem. Concentrations of pure C3
and C3 activated fragments were assessed using absorbance at
A280 and a extinction coefficients of 0.98 cm−1 (mg/mL)−1.
ELISAs
To characterize the reactivity of the antibodies against the differ-
ent C3 fragments we performed a direct ELISA coating the plates
with purified human C3, C3b, iC3b and C3dg or mouse C3 at
1µg/ml ON at 4°C in PBS pH 7.4. After blockingwith BSA, increas-
ing amounts of the antibodies were added (0.5 to 2 µg/mL) and
detected with a HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:1000).
Inhibition of C3 cleavage assay
To test the ability of the mAbs to inhibit C3 cleavage we used
an in vitro assay using purified C3 (1 µg), FB (1 µg) and FD
(5 ng) components in 25 uL of AP buffer (2.9 mM barbital, 1.7
mM sodium barbital, 144 mM NaCl, 7 mM MgCl2, 10 mM EGTA,
pH 7.4). The C3 was first incubated in presence of 2 µg and 4 µg
of each mAb for 10 min at 37 °C in a water bath. Then, the FB
was added and 10 min later FD, allowing the reaction to proceed
for 40 min longer. Cleavage of C3 was assessed in 10% SDS-PAGE
under reducing conditions and Coomassie blue staining.
Hemolytic assays
The capacity of themAbs to prevent the activation of AP on cellular
surfaces was assessed with the classical AP hemolytic assay using
rabbit erythrocytes as previously described [33], and the hemolytic
assay using sheep erythrocytes to test sera from atypical uremic
syndrome(aHUS) patients [25]. For this assay, we used an aHUS-
like serum consisting of a normal human serum that has been
depleted of 75% of the FH. For the haemolytic assay using mouse
serum, the mouse serum concentration was 20%.
Rabbit erythrocytes were also used to test the capacity of the
mAbs to prevent C3 deposition on cell surfaces. Briefly, 100 µL
of rabbit erythrocytes (1 × 108/mL) in AP buffer were incubated
with 5 % NHS in presence of either Eculizumab (Soliris R©, Alexion
Pharmaceuticals) or the different mAbs against C3 at 37°C for 30
min. C3 deposition was evaluated by flow cytometry using a rabbit
polyclonal anti human C3 antibody (in house; 1 µg/mL in PBS).
To test the capacity of the mAbs to inhibit acidified lysis of
PNH erythrocytes (the Ham test) [27], we incubated at 37°C for
1h PNH erythrocytes (4 % v:v final) with 25 % NHS in AP buffer
acidified by addition of 9 % of HCl 0.2 M, in the presence of
increasing amounts of the mAbs. Hemolysis in supernatants was
read at 540 nm and the percentage of lysis calculated using zero
and 100 % lysis controls.
Generation of Fabs from purified mAbs
Fabs were produced using Pierce R© Mouse IgG1 Fab and F(ab’)2
Preparation Kit (Thermo Scientific) according to the instructions
provided by the manufacturer. The Fabs were purified using size-
exclusion chromatography and a Superdex 200 (GE Healthcare) in
20mMTris, 60mM, 1%EDTA-free protease inhibitor (Roche). The
peak fractions were concentrated using Amicon R© Ultra-4 Centrifu-
gal Filter Units (Millipore) and analyzed by SDS-PAGE to verify
the presence of the Fab.
Determination of binding constants (KD) by surface
plasmon resonance (SPR)
All SPR analyses were carried out on a Biacore X100 (GE Health-
care). For the determination of binding constants (KD) of the
mAbs we used a single-cycle-kinetics method. This approach con-
sisted of five consecutive injections of C3b or mouse C3 (analyte)
at increasing concentrations, over a surface in which the mAbs
were captured using an anti-mouse antibody as described previ-
ously [33]. Each injection lasted for 150 s separated by a dissoci-
ation period of 180 s, during which C3-free buffer was injected.
The cycle was completed with an extended dissociation period of
3900 s and a regeneration step to release both the anti-C3 mAbs
and C3.
Electron microscopy and 3D reconstruction of
immune complexes
Immune complexes were prepared by mixing a 1.5 to 3.0 molar
excess of Fab with C3b or iC3b, incubated for 30 min at 37°C
and then diluted and adsorbed on carbon-coated grids for nega-
tive staining with 1% uranyl formate. Imaging was performed in a
JEOL-1230 100 kV and data automatically acquired with a TVIPS
F416 CMOS at 54926 of final magnification. Automated parti-
cle selection as implemented in EMAN2 [34] was used to select
>15 000 particles per experiment and then classified and aver-
aged in XMIPP [34]. Initial models were generated in EMAN2 or
created directly from a C3b atomic structure (PDB 2I07). 3D struc-
tures were refined in XMIPP [35] reaching an estimated resolution
of 29–30 A˚ in all cases following the FSC 0.5 criteria. Fitting of
atomic structures was performed using UCSF Chimera [36]. In the
case of the complexes between C3-12.2 and iC3b a similar strategy
was followed, but the heterogeneity of the C3d domain location
limited the analysis to 2D classification and averaging.
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